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Résumé 
 
LITAF (lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor), une protéine 
lysosomale, possède deux motifs PPXY capables d’interagir avec les domaines WW d’un 
sous-groupe spécifique de trois ligases de l’ubiquitine. Ces ligases sont impliquées dans 
l’ubiquitylation ainsi que la dégradation de diverses protéines cellulaires aux lysosomes et aux 
protéasomes. Les travaux menés dans le cadre de cette étude visaient à démontrer que LITAF 
active ces ligases et à déterminer les conséquences de cette activation sur les substrats de ces 
ligases. Pour y parvenir, des expériences d’ubiquitylation in vivo et in vitro ont été menées en 
présence de LITAF ainsi que des ligases et des substrats appropriés. L’activation des ligases a 
été mesurée par leur taux d’autoubiquitylation et celle de leurs substrats par leur taux 
d’ubiquitylation et de dégradation. Les résultats obtenus montrent que l’activité des ligases est 
augmentée en présence de LITAF et que l’ubiquitylation et la dégradation des substrats de ces 
ligases sont partiellement augmentées. LITAF semble donc jouer un rôle de régulateur des 
ligases de l’ubiquitine. L’importance de ces résultats réside dans le fait que l'expression et la 
localisation intracellulaire de LITAF sont affectées dans plusieurs pathologies. Nos résultats 
amènent un éclairage nouveau sur le rôle physiologique de cette protéine et pourraient 
expliquer en partie comment l'altération de l'expression de LITAF affecte l'équilibre cellulaire. 
 
Mots-clés : LITAF, ubiquitine, trafic endosomal, lysosome, ligase, Itch, Nedd4, WWP1, 
WWP2, Charcot-Marie-Tooth 
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Abstract 
 
LITAF (lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor), a lysosomal 
protein, possesses two PPXY motifs which are able to interact with a specific subgroup 
comprised of three ubiquitin ligases. These ligases play a role in the ubiquitination and 
degradation of several cellular proteins in lysosomes and proteasomes. The aim of this study 
was to show that LITAF activates these ligases and to investigate the consequences of the 
activation of these ligases on their substrates. To do so, in vivo and in vitro ubiquitination 
assays were conducted in the presence of LITAF and the appropriate ligases and substrates. 
Activation of the ligases was measured by their self-ubiquitination rate and activation of their 
substrates was measured by their ubiquitination and degradation rates. Our results show that 
the activity of the ligases is increased in the presence of LITAF and that ubiquitination and 
degradation of the substrates are partially increased. Thus, LITAF might play a role in the 
regulation of ubiquitin ligases. The importance of these results lies in the fact that expression 
and intracellular localization of LITAF are affected in several pathologies. Our results bring 
new insights into the physiological role of this protein and could partly explain how the altered 
expression of LITAF affects cellular balance. 
 
Keywords : LITAF, ubiquitin, endosomal trafficking, lysosome, ligase, Itch, Nedd4, WWP1, 
WWP2, Charcot-Marie-Tooth 
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1. Introduction 
     1.1. La protéine LITAF 
            1.1.1. Expression et rôle de LITAF 
 
LITAF (lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor), également 
connu sous le nom de SIMPLE (small integral membrane protein of the lysosome/late 
endosome) et PIG-7 (p53 inducible gene-7), est une protéine cellulaire de 161 acides aminés 
présente dans une grande variété de tissus et dont le rôle n’est pas encore tout à fait bien 
caractérisé (Moriwaki et al., 2001). L’extrémité N-terminale de LITAF ne correspond à 
aucune structure connue, mais contient deux motifs PPXY et un motif P(S/T)AP permettant sa 
reconnaissance par d’autres protéines (Figure 1) (Shirk et al., 2005; Jolliffe et al., 2000; Eaton 
et al., 2011). La moitié C-terminale de LITAF est riche en cystéines et forme un domaine 
RING (really interesting new gene), qui est interrompu par une chaîne d’acides aminés 
hydrophobes. Ce domaine particulier et hautement conservé se nomme le domaine SLD 
(SIMPLE-like domain). On sait que ce domaine contient des motifs dileucine et YXXø (ø étant 
n’importe quel acide aminé hydrophobe), permettant de cibler LITAF aux 
endosomes/lysosomes (Moriwaki et al., 2001). À cause de sa localisation endosomale et 
lysosomale, on pense que LITAF pourrait être impliqué dans le tri des récepteurs aux 
endosomes et dans la régulation du trafic endosome-à-lysosome en participant au recrutement 
de certaines composantes du complexe ESCRT (endosomal sorting complex required for 
transport), dont STAM1 (signal transducing adaptor molecule 1), HRS (hepatocyte growth 
factor-regulated tyrosine kinase substrate) et TSG101 (tumor suppressor gene 101) (Lee et 
al., 2012). LITAF les recrute jusqu’à la membrane de l’endosome et fonctionne de pair avec la 
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PPXY PPXY SLD
Figure 1. Schéma de LITAF. L’extrémité N-terminale de LITAF contient des 
domaines proline pouvant lier diverses protéines comme les ligases de l’ubiquitine 
Nedd4 (neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4) et 
Itch, ainsi que l’enzyme de conjugaison de l’ubiquitine TSG101. La portion C-terminale 
est riche en cystéines et contient un domaine hautement conversé, le domaine SLD. 
machinerie de l'ESCRT dans le contrôle du tri des endosomes et dans la dégradation 
lysosomale des protéines cargo, comme les récepteurs ErbB (Lee et al., 2011). Afin de 
s’ancrer à la membrane endosomale, LITAF utilise son domaine transmembranaire 
(transmembrane domain; TMD) (Lee et al., 2011; Lee et al., 2012). 
 
 
 
Dans certaines lignées cellulaires, comme les monocytes et les macrophages, 
l’expression de LITAF est régulée à la hausse en réponse aux lipopolysaccharides (LPS), des 
substances qui composent la membrane externe des bactéries Gram négatif (Myokai et al., 
1999). Les LPS se lient à des récepteurs Toll-like (Toll-like receptors; TLR) et induisent les 
gènes de l’immunité et les gènes inflammatoires comme TNFα (tumor necrosis factor alpha), 
qui à leur tour induisent l’expression de LITAF (Moriwaki et al., 2001). Les LPS sont donc 
d’un intérêt particulier en laboratoire pour la surexpression de LITAF in vivo. Dans d’autres 
lignées, comme les lymphocytes B, les LPS n’ont aucun impact sur l’expression de LITAF et 
c’est la protéine BCL6 (B-cell lymphoma 6 protein) qui joue le rôle de répresseur de LITAF. 
Ainsi, lorsque BCL6 est présent en grande quantité, il réprime la transcription de LITAF en se 
liant à l’intron 1 de la protéine. Au contraire, lorsque BCL6 se trouve en faible quantité, 
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l’expression de LITAF est augmentée, causant l’autophagie dans certains lymphomes (Bertolo 
et al., 2013). On a longtemps pensé que LITAF était un facteur de transcription de la cytokine 
TNFα, mais une étude menée par Moriwaki et al. (2001) a prouvé le contraire. En fait, LITAF 
ne peut pas jouer le rôle de facteur de transcription, puisqu’il ne possède aucun domaine de 
liaison à l’ADN et n’est pas localisé au niveau du noyau. En revanche, l’expression de LITAF 
est bien induite par le TNFα (Moriwaki et al., 2001). Son expression est également augmentée 
en réponse à l’œstrogène (Everett et al., 1997) et au facteur proapoptotique p53 (Polyak et al., 
1997). Une expression augmentée de LITAF peut conduire à des maladies inflammatoires de 
l’intestin (Stucchi et al., 2006) ainsi qu’à l’obésité (Ji et al., 2011), alors qu’une expression 
réduite de LITAF est associée à diverses formes de cancer, comme le cancer du sein (Abba et 
al., 2004), les lymphomes (Mestre-Escorihuela et al., 2007), la leucémie (Wang et al., 2008) et 
le cancer de la thyroïde (Lui et al., 2005).  
            1.1.2. LITAF est impliqué dans le syndrome de Charcot-Marie-Tooth 
 
Le syndrome de Charcot-Marie-Tooth (CMT) est l’une des maladies héréditaires les 
plus communes, qui affecte approximativement 1 personne sur 2500 (Lacerda et al., 2014). Sa 
variante de type 1C (CMT1C) est une neuropathie périphérique transmise de façon héréditaire, 
causant la démyélinisation des axones et ralentissant la propagation de l’influx nerveux (Saifi 
et al., 2005). Suite à la découverte de quelques mutations de LITAF chez les patients atteints 
de CMT1C, on pense que cette dernière est impliquée dans la maladie et on dénombre 
d’ailleurs neuf mutations faux-sens de la protéine liées au CMT1C : T49M, A111G, G112S, 
T115N, W116G, I92V, L112V, P135S et P135T (Saifi et al., 2005; Street et al., 2003; Bennet 
et al., 2004; Meggouh et al., 2005; Latour et al., 2006). La plupart de ces mutations se 
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retrouvent aux alentours du domaine TMD (Lee et al., 2011), lui-même se trouvant à 
l’intérieur du domaine SLD de LITAF. Le mécanisme exact selon lequel ces mutations 
engendrent le CMT1C est cependant inconnu. Il a par contre été suggéré que les mutants de 
LITAF associés au CMT1C auraient un effet sur sa localisation cellulaire (Lacerda et al., 
2014; Lee et al., 2011). Cette délocalisation des mutants de LITAF pourrait peut-être 
expliquer l’apparition du CMT1C par un mécanisme de perte de fonction où LITAF muté ne 
se retrouve plus à son site d’action. Il est également possible que le détachement de LITAF de 
la membrane des endosomes précoces induise l’exposition de ses séquences hydrophobes, 
causant son mauvais repliement et son agrégation, promouvant ainsi l’apparition du CMT1C 
par un mécanisme de toxicité. Sachant que le CMT1C touche directement la démyélinisation 
des axones, il est possible que la manifestation de la maladie soit un signe que les cellules de 
Schwann sont plus sensibles aux mutations de LITAF que les autres cellules de l’organisme 
(Bennett et al., 2004). 
En plus d’être impliquée dans le CMT1C, la protéine LITAF est surexprimée dans les 
tissus de patients atteints de la maladie de Paget extramammaire (extramammary Paget 
disease; EMPD). Alors que le facteur proapoptotique p53 induit normalement LITAF, ce 
même facteur n'est pas présent dans les tissus des patients atteints d'EMPD. Des mutations de 
LITAF ont également été détectées chez les patients atteints de la maladie, dont des mutations 
faux-sens et des mutations silencieuses, comme dans le cas du syndrome de Charcot-Marie-
Tooth. L’une de ces mutations se trouve au niveau du codon 23 de LITAF, alors que l’autre se 
trouve au niveau du codon 174 (Matsumara et al., 2004). Afin d’expliquer la surexpression de 
LITAF chez ces patients alors que p53 n’est pas présent, on peut penser que la mutation de 
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LITAF induit son inactivation, suivi d'une accumulation de la protéine LITAF non 
fonctionnelle. 
            1.1.3. Localisation cellulaire de LITAF 
 
LITAF endogène et recombinant se retrouvent au niveau des lysosomes et des 
endosomes tardifs (Figure 2) (Moriwaki et al., 2001; Eaton et al., 2011), ce qui implique que 
la protéine pourrait avoir un rôle dans le trafic intracellulaire et dans la dégradation. Bien que 
certaines études démontrent que LITAF endogène se situe au niveau de la membrane des 
endosomes précoces (Lee et al., 2011), une étude suggère cependant que LITAF endogène se 
localise au niveau de structures de dégradation cytoplasmiques appelées aggrésomes (Figure 
3) (Eaton et al., 2012). Pour expliquer ceci, les auteurs affirment qu’à des concentrations 
normales, LITAF serait situé aux aggrésomes, mais que sa surexpression déclencherait le 
processus d’autophagie de la cellule, qui implique les lysosomes. La surexpression de LITAF 
résulterait donc en sa localisation au niveau des lysosomes. Notons cependant que cette 
potentielle localisation de LITAF endogène au niveau des aggrésomes n’a été démontrée que 
dans une seule étude. 
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Figure 2. Localisation cellulaire de LITAF recombinant. Des cellules rénales de 
singe vert (Buffalo green monkey kidney cells; BGMK) ont été transfectées avec LITAF 
et la localisation de la protéine a pu être détectée par microscopie à fluorescence. Le 
LysoTracker a été utilisé pour marquer les lysosomes et les endosomes tardifs. La 
superposition de LITAF avec le LysoTracker montre une localisation complète de 
LITAF recombinant avec les lysosomes et les endosomes tardifs. Tiré de Eaton et al. 
(2012). 
Figure 3. Localisation cellulaire de LITAF endogène. Des cellules BGMK ont été 
visualisées par microscopie à fluorescence. La vimentine a été utilisée pour marquer les 
aggrésomes. La superposition de LITAF avec la vimentine montre une localisation 
complète de LITAF endogène avec les aggrésomes. Tiré de Eaton et al. (2012). 
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Figure 4. Localisation cellulaire de deux mutants de LITAF liés au syndrome de 
Charcot-Marie-Tooth. Des cellules de neuroblastome humain LAN-5 ont été 
transfectées avec LITAF WT (LITAF wild-type; LITAF sauvage) et les mutants T49M 
et G112S. Les cellules ont été regardées par microscopie à fluorescence. Le CD63 a été 
utilisé pour marquer les lysosomes et les endosomes tardifs et le MitoTRACKER a été 
utilisé pour marquer les mitochondries. Par superposition, on peut voir que LITAF WT 
colocalise complètement avec  les lysosomes et les endosomes tardifs, alors que le 
mutant T49M colocalise partiellement avec les mitochondries et les lysosomes et 
endosomes tardifs. Le mutant G112S colocalise avec les mitochondries. Tiré de Lacerda 
et al. (2014). 
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Bien qu’il ait été déterminé que LITAF recombinant se situe aux lysosomes et aux 
endosomes tardifs (Eaton et al., 2011), il reste néanmoins intéressant de faire davantage la 
lumière sur la localisation de LITAF endogène dans la cellule. Les études menées sur le sujet 
sont pour le moment contradictoires. L’étude menée par Eaton et al. (2012) a permis de 
constater que le domaine SLD à lui seul est responsable de cibler LITAF endogène aux 
aggrésomes. Le fait que l'on retrouve LITAF endogène au niveau des aggrésomes suggère que 
LITAF a peut-être un grand niveau de mauvais repliement, dû à sa région très hydrophobe 
SLD. De plus, l'accumulation de protéines mal repliées peut résulter en l’apoptose (Rodriguez-
Gonzalez et al., 2008). Les mutations du domaine SLD de LITAF pourraient exagérer cet 
effet, saturant ainsi complètement la machinerie de dégradation de la cellule, résultant en 
l'accumulation d'agrégats de la protéine LITAF. Il est aussi possible que LITAF joue un rôle 
spécifique dans les aggrésomes, mais aucune donnée appuyant cette hypothèse n’existe. Bien 
que LITAF se trouve au niveau des aggrésomes dans les cellules BGMK, il est possible que 
cette localisation soit spécifique à cette lignée cellulaire. LITAF endogène n'a pas pu être 
détecté dans les cellules HEK-293T (human embryonic kidney 293T cells) et HeLa, 
possiblement à cause d’une expression trop faible. Cependant, une étude de Moriwaki et al. 
(2001) a décelé la présence de LITAF endogène au niveau des lysosomes dans les cellules 
COS-7 et non des aggrésomes. 
Une étude récente a montré que des mutants de LITAF associés au CMT1C seraient 
localisés complètement aux mitochondries (mutants A111G, G112S, T115N et W116G) ou 
partiellement aux mitochondries et aux endosomes tardifs et lysosomes (mutants T49M, 
L122V et P135T) (Figure 4) (Lacerda et al., 2014). Bien qu’une étude antérieure ait montré 
que les mutants W116G et P135T sont localisés dans le cytoplasme (Lee et al., 2011), les 
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mutants de LITAF sont présents de façon ponctuée dans le cytoplasme, au niveau des 
mitochondries. Il a été démontré que le domaine SLD de LITAF est responsable de la 
localisation cellulaire des mutants, de même que la localisation de LITAF recombinant. De 
plus, LITAF est relocalisé lorsque la cellule est transfectée avec un mutant de LITAF, ce qui 
démontre que les mutants de LITAF agissent de façon dominante négative (Lacerda et al., 
2014). Ceci est en conformité avec une étude menée par Lee et al. (2012) et suggérant que des 
cellules hétérozygotes pour LITAF ont le même phénotype que des cellules où la protéine 
LITAF est absente. Donc, un individu étant hétérozygote pour LITAF aura le phénotype 
correspondant à LITAF muté. Puisqu’on sait que l’une des fonctions de LITAF est de recruter 
le complexe ESCRT à la membrane des endosomes et de réguler le trafic endosomal et la 
dégradation des récepteurs ErbB (Lee et al., 2012), on peut penser que les mutations de 
LITAF qui altèrent sa localisation cellulaire vont altérer ou inhiber le trafic endosomal et 
potentiellement affecter la dégradation des protéines par le lysosome, ce qui pourrait causer le 
CMT1C. De plus, des traitements menés avec la bréfeldine A (BFA) ont démontré que LITAF 
transite par la voie sécrétoire pour se retrouver aux lysosomes et endosomes tardifs alors que 
les mutants ne transitent pas par la voie sécrétoire pour se retrouver aux mitochondries 
(Lacerda et al., 2014). 
Une similitude a été découverte entre LITAF et la protéine Frog Virus 3 (FV3) 75L 
présente chez les Ranavirus, un genre de virus qui infecte les amphibiens et les reptiles (Miller 
et al., 2011; Marschang, 2011). Cette protéine est pratiquement identique à la portion C-
terminale de LITAF d’où le fait qu’on y retrouve le domaine SLD. Cependant, 75L ne possède 
pas la portion N-terminale de LITAF. Le motif de ciblage composé de tyrosine, YXXø, est 
présent chez 75L comme chez LITAF, cependant le motif dileucine responsable de cibler les 
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protéines au système endosomes/lysosomes est absent de 75L. Comparativement à LITAF 
(Figure 2), 75L se retrouve plutôt au niveau des endosomes précoces, comme le démontre sa 
colocalisation avec EEA1 (early endosome antigen 1) (Figure 5). Lorsque 75L et LITAF sont 
tous les 2 transfectés dans des cellules, il y a relocalisation de 75L aux endosomes 
tardifs/lysosomes et colocalisation avec LITAF (Figure 6). Ceci est également vrai lorsque 
75L est viro-produit. La mutation des 2 motifs PPXY de LITAF entraîne un changement de 
localisation de ce dernier lorsque LITAF et 75L sont cotransfectés dans les cellules et les deux 
protéines colocalisent alors aux endosomes précoces (Figure 7) (Eaton et al., 2013). Notons 
cependant que lorsque LITAF est exprimé seul, sa localisation cellulaire ne change pas suite à 
la mutation de ses motifs PPXY et on le retrouve toujours au niveau des endosomes tardifs et 
des lysosomes (Eaton et al., 2011). Le domaine SLD permettrait donc l’interaction entre les 
deux protéines et leur colocalisation. Ce faisant, il semble possible que la protéine LITAF 
puisse interagir avec elle-même et ainsi former des dimères. Cette dimérisation aurait pour 
effet la relocalisation cellulaire de LITAF et pourrait expliquer l’effet dominant-négatif des 
mutants qui peuvent délocaliser LITAF dans le CMT1C. 
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Figure 5. Localisation cellulaire de la protéine FV3 75L. Des cellules BGMK ont été 
transfectées avec 75L. Les cellules ont été regardées par microscopie à fluorescence. Le 
EEA1 a été utilisé pour marquer les endosomes précoces et le LysoTracker a été utilisé 
pour marquer les lysosomes et les endosomes tardifs. Par superposition, on peut voir 
que 75L colocalise complètement avec les endosomes précoces, mais pas avec les 
lysosomes et les endosomes tardifs. Tiré de Eaton et al. (2013). 
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Figure 6. Localisation cellulaire des protéines LITAF et FV3 75L lorsque 
cotransfectées. Des cellules BGMK ont été cotransfectées avec LITAF et 75L. Les 
cellules ont été regardées par microscopie à fluorescence. Le EEA1 a été utilisé pour 
marquer les endosomes précoces et le LysoTracker a été utilisé pour marquer les 
lysosomes et les endosomes tardifs. Par superposition, on peut voir que LITAF et 75L 
colocalisent avec les endosomes tardifs et les lysosomes, et non avec endosomes 
précoces. Tiré de Eaton et al. (2013). 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7. Localisation cellulaire du mutant LITAF Y23,61A et FV3 75L lorsque 
cotransfectés. Des cellules BGMK ont été cotransfectées avec un mutant de LITAF 
ayant ses motifs PPXY mutés, LITAF Y23,61A, et 75L. Les cellules ont été regardées 
par microscopie à fluorescence. Le EEA1 a été utilisé pour marquer les endosomes 
précoces et le LysoTracker a été utilisé pour marquer les lysosomes et les endosomes 
tardifs. Par superposition, on peut voir que LITAF et 75L colocalisent avec les 
endosomes précoces, et non avec les endosomes tardifs et les lysosomes. Tiré de Eaton 
et al. (2013). 
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1.2. Les ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4 
            1.2.1. Caractéristiques des ligases et ubiquitylation 
 
Les ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4 ont comme caractéristiques de posséder 
un domaine de liaison aux membranes à l’extrémité N-terminale (domaine C2), 2 à 4 
domaines WW pouvant entre autres lier les motifs PPXY de diverses protéines dont LITAF, 
ainsi qu’un domaine catalytique HECT (grand domaine d'environ 350 résidus) situé à 
l’extrémité C-terminale et permettant de lier l’ubiquitine aux substrats (Marin, 2010; Ingham 
et al., 2004), par un processus appelé l’ubiquitylation. L’ubiquitylation est une modification 
post-traductionnelle agissant parfois comme signal de dégradation d’un substrat et qui se fait 
en plusieurs étapes : L’ubiquitine est d’abord activée par une enzyme d’activation (E1), puis 
transférée à une enzyme de conjugaison (E2) pour être finalement liée sur une ou plusieurs 
lysine(s) d’un substrat à l’aide d’une ligase de l’ubiquitine (E3) (Pickart et al., 2004). La 
monoubiquitylation d’un substrat permet sa dégradation aux lysosomes alors que la 
polyubiquitylation (4 molécules d’ubiquitine et plus) permet la dégradation d’un substrat aux 
protéasomes (Komander, 2009). On peut donc dire que l’ubiquitylation est d’une importance 
capitale dans le maintien de l’homéostasie de la cellule puisqu’elle régule la dégradation des 
substrats aux protéasomes et aux lysosomes. 
            1.2.2. Itch 
 
Itch est une protéine de 113 kDa (Shirk et al., 2005; Jolliffe et al., 2000; Eaton et al., 
2011) qui tire son nom des souris Itchy, se caractérisant par l’absence de la ligase de 
l’ubiquitine Itch. Ces souris développent une sévère maladie immunologique, y compris 
l'inflammation des poumons et de l'estomac et une hyperplasie des cellules lymphoïdes et 
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Figure 8. Schéma de Itch. L’extrémité N-terminale de Itch contient un domaine de 
liaison au calcium et aux lipides (domaine C2). On retrouve un domaine PRD pouvant 
lier les protéines à domaine SH3 et 4 domaines WW pouvant lier les motifs PPXY de 
diverses protéines. L’extrémité C-terminale de Itch contient un domaine catalytique 
HECT permettant de lier l’ubiquitine. 
hématopoïétiques. Itch possède différents rôles au sein de la cellule en raison de ses nombreux 
substrats qui diffèrent par leurs fonctions et est notamment impliqué dans l’immunité, 
l’apoptose et même dans le cancer (Melino et al., 2008). Tel que schématisé sur la Figure 8, 
Itch possède 4 domaines WW pouvant lier les motifs PPXY de diverses protéines, dont LITAF 
(Eaton et al., 2011), c-Jun (Oberst et al., 2007; Fang et al., 2002; Fang et al., 2004), JunB 
(Oberst et al., 2007; Fang et al., 2002; Fang et al., 2004), c-FLIP (cellular FLICE-like 
inhibitory protein) (Chang et al., 2006) et Notch (Qiu et al., 2000). Ses domaines WW 
peuvent également interagir avec des résidus phosphosérine et phosphothréonine (Melino et 
al., 2008). De plus, contrairement aux autres ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4, elle 
possède une séquence riche en prolines (proline-rich domain; PRD) lui permettant de lier des 
protéines à domaine SH3 (Src homology 3 domain) (Desrochers et al., 2013). 
 
 
Itch possède quelques substrats bien caractérisés qui peuvent être catégorisés : des 
facteurs de transcription, quelques récepteurs de facteurs de croissance et surtout des protéines 
de voies de signalisation (Melino et al., 2008). En conditions normales, l’ubiquitylation du 
facteur de transcription JunB par Itch fait en sorte que celui-ci se retrouve en moins grand 
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nombre au niveau du promoteur de l’interleukine 4 (IL-4) (Fang et al., 2002). Ainsi, l’IL-4 est 
produit en plus faible quantité et la différenciation des lymphocytes T-helper 2 (TH2) est 
réduite (Melino et al., 2008). Au contraire, la mutation ou la diminution de la quantité 
cellulaire de Itch résulte en l’augmentation de la quantité de JunB dans les cellules TH2 et 
stimule ainsi leur différenciation et leur hyperprolifération, conduisant à des réponses 
allergiques et à une augmentation des immunoglobulines IgG1 (immunoglobuline G1) et IgE 
(immunoglobuline E) (Fang et al., 2002).  
Le récepteur transmembranaire Notch est une autre cible de l’ubiquitylation par Itch et 
l’une des plus importantes cibles de la ligase (Qiu et al., 2000). Notch a pour rôle de 
déterminer le destin de la cellule durant la différenciation et la morphogénèse. Selon le type de 
tissu et le contexte, l’activation de Notch peut promouvoir ou restreindre la détermination du 
destin de la cellule (Melino et al., 2008). En conditions normales, cette protéine joue 
notamment un rôle dans la différenciation d’une multitude de types cellulaires, dont les 
cellules TH2 lors du développement lymphoïde (Osborne et al., 2007), mais promeut 
également la survie et l’activation des lymphocytes T périphériques matures en augmentant 
l’expression de certaines protéines antiapoptotiques, comme AKT (Jenkinson et al., 2006). La 
liaison d’un ligand au récepteur Notch cause la libération de son domaine intracellulaire 
(intracellular domain; ICD). L’ICD actif se dirige alors vers le noyau et joue le rôle de 
coactivateur pour réguler la transcription des gènes cibles de Notch (Melino et al., 2008). À la 
suite de l’activation du récepteur, Notch est ubiquitylé par Itch, ce qui cause la dégradation de 
l’ICD et donc une diminution de la transcription des gènes cibles de Notch (Qiu et al., 2000; 
McGill et al., 2003). La protéolyse de Notch1 est également régulée par la protéine adaptatrice 
Numb, permettant ainsi de moduler convenablement le destin des lymphocytes T déterminé 
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par la signalisation de Notch (McGill et al., 2003). Une mutation ou une diminution de la 
quantité cellulaire de Itch aurait pour effet d’augmenter la signalisation de Notch et ainsi 
augmenter la survie cellulaire par l’augmentation de la transcription des gènes 
antiapoptotiques, causant des réponses immunitaires anormales (Melino et al., 2008). Notch 
serait également impliqué dans le cancer et pourrait agir soit en tant qu’oncogène ou soit en 
tant que suppresseur de tumeur, dépendamment de la force du signal et du contexte (Maillard 
et al., 2003). En outre, Notch a été identifié en tant que suppresseur de tumeur dans l’épiderme 
des souris (Nicolas et al., 2003).  
Les facteurs de transcription p73 et p63, sont, comme p53, des facteurs 
proapoptotiques, libérés suite à un stress cellulaire induit par des dommages à l’ADN (Melino 
et al., 2002; Melino et al., 2003; Irwin et al., 2003; Bergamaschi et al., 2003; Gressner et al., 
2005). Dans des conditions normales, p73 et p63 sont maintenus à des quantités basses par 
l’ubiquitylation médiée par Itch (Rossi et al., 2005; Rossi et al., 2006). Les deux protéines 
sont polyubiquitylées in vivo et dégradées par le protéasome (Rossi et al., 2005; Rossi et al., 
2006; Bernassola et al., 2004). Ceci permet d’éviter que les cellules n’entrent en apoptose sans 
arrêt. Les deux facteurs de transcription possèdent des motifs PPXY uniques, non présents 
chez p53, à leur extrémité C-terminale et peuvent donc être recrutés par le domaine WW2 de 
Itch (Rossi et al., 2005; Rossi et al., 2006). En réponse à un stress génotoxique, leur 
expression est en partie augmentée par la baisse de la quantité de Itch cellulaire (Rossi et al., 
2005; Hansen et al., 2007). Cependant, le mécanisme par lequel Itch est régulé à la baisse lors 
d’un stress causant des dommages à l’ADN n’est pas encore bien compris. Un modèle selon 
lequel Itch pourrait jouer un rôle dans la régulation de p73 lors de la mort cellulaire induite des 
lymphocytes T a été proposé par Melino et al. (2008). Selon ce modèle, la quantité de p73 
 
 
17 
 
serait basse dans les lymphocytes T-helper 1 (TH1) naïfs grâce à l’ubiquitylation par Itch. 
Lorsque le lymphocyte T se lie à des antigènes spécifiques et est activé, les quantités de p73 
augmentent dans la cellule et ceci pourrait être causé par (1) la baisse de l’expression 
cellulaire de Itch, (2) la phosphorylation d’un résidu Tyr de Itch par la tyrosine kinase Fyn, (3) 
la baisse de l’activité de Itch par la compétition de N4BP1 (Nedd4-binding protein 1) (Melino 
et al., 2008). L’augmentation de la quantité de p73 dans les cellules TH1 induit la transcription 
de plusieurs gènes proapoptotiques, comme Puma, Noxa et CD95 (Melino et al., 2008). Les 
facteurs proapoptotiques p73 et p63 agissent de concert avec p53 dans la suppression des 
tumeurs (Flores et al., 2005). Comme p53, ils s’accumulent dans les cellules cancéreuses suite 
à un traitement avec des médicaments chimiothérapeutiques ou par des irradiations gamma 
(Flores et al., 2002). Il est intéressant de noter qu’un bon nombre de cancers humains se 
caractérisent par une faible expression de p73 et p63 (Bernassola et al., 2008). Il serait 
intéressant de voir si ceci est dû à une mauvaise régulation de Itch dans les cellules tumorales, 
résultant en son accumulation et à la dégradation protéasomale de p73 et p63. Notons 
également que p73 et p63 sont des substrats de d’autres ligases de la famille Nedd4 : WWP1 
(WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1) et WWP2 (WW domain containing E3 
ubiquitin protein ligase 2) (Zhi et al., 2012; Chaudhary et al., 2014). 
Une autre protéine liée à l’apoptose et régulée par Itch est c-FLIP. En temps normal, c-
FLIP joue le rôle d’inhibiteur de la caspase 8, un facteur proapoptotique. Itch reconnaît c-FLIP 
et cause sa dégradation, promouvant l’apoptose médiée par TNFα. La dégradation de c-FLIP 
n’a pas été aperçue dans des fibroblastes déficients en Itch ni dans des cellules déficientes en 
JNK (c-Jun N-terminal protein kinase) et qui ne répondent plus au traitement par le TNFα. 
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Donc, la phosphorylation de Itch par JNK permet à Itch d’interagir avec c-FLIP et de causer 
l’apoptose (Chang et al., 2006). 
Récemment, un lien a été établi entre Itch et TXNIP (thioredoxin-interacting protein). 
TXNIP est un inhibiteur de la thiorédoxine, un régulateur de l’équilibre oxydoréductif de la 
cellule qui dégrade les radicaux oxygénés libres (reactive oxygen species; ROS) et qui est anti-
apoptotique. TXNIP est donc proapoptotique. Il est également impliqué dans le cancer et dans 
le métabolisme des glucides et des lipides. Bien que la régulation transcriptionnelle de TXNIP 
soit bien caractérisée, sa régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle l’est 
beaucoup moins. Itch interagit avec les 2 motifs PPXY de TXNIP via ses 4 domaines WW et 
induit sa polyubiquitylation in vitro et in vivo, résultant en la dégradation protéasomale de 
TXNIP. Itch agit donc en tant que régulateur négatif et post-traductionnel de TXNIP, inhibant 
ainsi l’apoptose. Par ailleurs, le knockdown de Itch augmente l’accumulation des ROS et par 
le fait même l’apoptose (Zhang et al., 2010).  
            1.2.3. Évolution et comparaison des ligases 
 
Les ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4, dont on dénombre à ce jour plus de 150 
représentants, font partie d’un groupe de ligases particulièrement abondantes chez les 
vertébrés, les ligases à domaine HECT (Marin, 2010). 
Les ligases de la famille Nedd4 auraient divergé à partir de 4 gènes présents chez les 
animaux ancestraux : Nedd4a, Nedd4b, Nedd4c et Nedd4d. Au cours de l’évolution, ces gènes 
auraient donné naissance à 9 gènes chez les vertébrés, caractérisant les ligases qu’on connaît 
aujourd’hui. Ainsi, Nedd4a aurait formé Nedd4 et Nedd4l, Nedd4b aurait formé WWP1, 
WWP2 et Itch, Nedd4c aurait formé Smurf1 et Smurf2 et Nedd4d aurait formé Nedl1 et Nedl2 
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(Figure 9) (Marin, 2010). Ces liens entre les nouveaux gènes et leurs ancêtres sont établis par 
les ressemblances qui existent au niveau de la succession des domaines à l'intérieur de ces 
gènes. Ainsi, Itch, WWP1 et WWP2 ont davantage de similitudes entre eux que Itch en a avec 
Nedd4, et ainsi de suite. 
Les ligases de la famille Nedd4 partagent des caractéristiques structurelles communes, 
mais à la différence des autres ligases, Itch possède un domaine PRD qui lui permet de lier les 
protéines à domaine SH3 (Figure 8) (Desrochers et al., 2013). 
Figure 9. Comparaison structurelle entre les différentes ligases de la famille Nedd4 chez 
l’humain, la souris, la levure et la drosophile. Itch possède davantage de similitudes avec 
WWP1 et WWP2 qu’avec Nedd4. L’humain et la souris sont représentés en noir, la levure en 
rouge et la drosophile en bleu. Tiré de Bernassola et al. (2008). 
 
 
Comme son nom l’indique, Nedd4 est le représentant principal des ligases de la famille 
Nedd4, mais également celle qui est la mieux caractérisée. L’une des cibles de Nedd4 est le 
canal sodium de la membrane apicale des cellules épithéliales (epithelial sodium channel; 
ENaC). Nedd4 se lie au motif PPXY présent dans les sous-unités de ENaC via ses domaines 
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WW (Staub et al., 1996; Harvey et al., 1999). Les mutations dans le petit segment riche en 
prolines se situant à l'extrémité C-terminale des sous-unités bêta et gamma d'ENaC conduisent 
à l’augmentation de l'activité du canal, caractéristique d'une forme dominante autosomale 
d'hypertension appelée syndrome de Liddle. Plus spécifiquement, ces mutations suppriment ou 
altèrent les motifs PPXY présents dans les sous-unités bêta ou gamma de ENaC qui sont 
nécessaires pour l'interaction avec Nedd4 (Staub et al., 1996; Schild et al., 1996). Ceci 
suggère donc que Nedd4 régule l'activité ou l'abondance de ENaC. 
Les ligases de la famille Nedd4 sont toutes impliquées dans la signalisation du TGF-β 
(transforming growth factor beta), hormis les ligases Nedl pour lesquelles aucun lien n’a pu 
être établi jusqu’à maintenant. On les retrouve également au niveau de l’ubiquitylation des 
protéines de la famille p53 (liées à l’apoptose), sauf les ligases Smurf1 et Smurf2 pour qui 
aucun lien n’a été détecté, ainsi que dans la voie de signalisation de l’EGFR (epidermal 
growth factor receptor) (Marin, 2010). 
     1.3. Régulation des ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4 
            1.3.1. Régulation des ligases au niveau transcriptionnel 
 
La régulation des ligases est importante afin de contrôler leur niveau cellulaire et celui 
de leurs substrats. Un dérèglement au niveau de cette régulation peut causer de sévères dégâts 
à l’organisme et engendrer des maladies. Parmi les mécanismes de régulation, on reconnaît la 
régulation au niveau transcriptionnel qui provient de signaux extracellulaires. On sait par 
exemple que le TNFα régule à la hausse la transcription de la ligase Smurf1 dans les os de la 
voûte crânienne ainsi que dans les cellules de la moelle osseuse, mais que le niveau de Smurf2 
n’est pas affecté (Kaneki et al., 2006). Sachant que Smurf1 est impliqué dans l’ubiquitylation 
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et la dégradation de protéines jouant un rôle dans la formation des os, notamment Smad1/5 et 
Runx2, on peut faire le lien entre la ligase et la croissance osseuse (Guo et al., 2008). De son 
côté, la transcription de WWP1 est également augmentée par induction de TNFα chez des 
souris transgéniques. Celle-ci ubiquityle et dégrade le facteur JunB, qui a un lien direct dans la 
différenciation des ostéoblastes (Zhao et al., 2011). 
Le TGF-β augmente également l’expression de certaines ligases de la famille Nedd4, 
comme Smurf2 et WWP1, tandis que le zinc régule à la hausse le niveau de Nedd4 dans les 
neurones de rat et s’en suit l’ubiquitylation et la dégradation de PTEN (phosphatase and tensin 
homolog) (Ohashi et al., 2005; Kwak et al., 2010), un gène agissant comme suppresseur de 
tumeur. L’androgène, sous sa forme synthétique, permet d’augmenter l’expression de 
certaines variantes de Nedd4l (Qi et al., 2003). Pour sa part, l’acide rétinoïque diminue le 
niveau de Smurf1 dans le système nerveux entérique des souris, plus précisément dans les 
corps cellulaires des neurones (Sato et al., 2008). Les dommages causés à l’ADN peuvent 
aussi augmenter la transcription de WWP1, bien que ce mécanisme ne soit pas encore très bien 
compris (Laine et al., 2007; Li et al., 2008). 
En ce qui concerne la ligase Itch, on dénote que sa transcription est induite par le 
traitement des lymphocytes T à la ionomycine. Cet antibiotique augmente le niveau de 
calcium cellulaire, ce qui permet de constater que le calcium augmente l’expression de Itch 
dans les lymphocytes T (Heissmeyer et al., 2004). Runx, un gène impliqué dans le cancer, 
induit l’expression de Itch, qui va ensuite ubiquityler et dégrader la protéine p73 (Levy et al., 
2008), qui est liée à l’apoptose et qui joue le rôle de suppresseur de tumeur. 
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            1.3.2. Régulation des ligases par autoinhibition 
 
Les ligases de la famille Nedd4 possèdent des conformations inactives et actives et 
peuvent donc en quelque sorte s’autoréguler. On sait par exemple que la conformation inactive 
de la ligase Itch est caractérisée par un repliement de son domaine HECT sur une région située 
entre les domaines WW et le domaine PRD (Mund et al., 2009), bien que cette interaction soit 
faible (Hooper et al., 2010). Les autres ligases possèdent des mécanismes d’autoinhibition 
semblables, bien que le modèle soit légèrement différent, par exemple dans le cas de Nedd4, 
WWP et Smurf2 où la conformation inactive est caractérisée par le repliement du domaine 
HECT sur le domaine C2 (Wiesner et al., 2007). 
Plusieurs mécanismes permettent aux ligases de passer de leur forme inactive à leur 
forme active. On peut par exemple penser à l’ajout de calcium, qui, dans le cas de Nedd4 et 
Nedd4l réduit l’interaction entre le domaine HECT et le domaine C2 et augmente ainsi leur 
activité catalytique (Wang et al., 2010). La phosphorylation joue également un rôle, par 
exemple dans le cas de Itch, où la phosphorylation d’une région se situant au niveau du 
domaine PRD augmente non seulement son activité autocatalytique, mais également son 
activité catalytique (Wiesner et al., 2007; Mund et al., 2009). Ceci a pour conséquence 
d’augmenter l’autoubiquitylation de Itch et donc sa dégradation, mais également 
l’ubiquitylation de ses substrats c-Jun et JunB (Gao et al., 2004; Gallagher et al., 2006). 
D’autres mécanismes permettent également aux ligases d’adopter une conformation 
active, entre autres par la liaison aux motifs WW des ligases. 
 
 
 
 
23 
 
Figure 10. Les ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4 prennent une 
conformation active après interaction avec une protéine activatrice. La liaison 
d’une ligase de l’ubiquitine de la famille Nedd4 à une protéine activatrice cause un 
changement de conformation de la ligase et permet la libération de son domaine HECT. 
La ligase pourra ainsi ubiquityler ses substrats et s’autoubiquityler elle-même. Tiré de 
Mund et al. (2009). 
            1.3.3. Régulation des ligases par liaison des domaines WW 
  
Différentes protéines peuvent activer ou réprimer l’activité des ligases, en leur 
permettant justement de quitter ou d’adopter leur conformation inactive. On peut notamment 
penser aux protéines NDFIPs (NDFIP1 et NDFIP2) (Nedd4 family-interacting protein 1/2) qui 
peuvent lier les domaines WW des ligases à l’aide de leurs motifs PPXY. Un modèle de cette 
activation a d’ailleurs été proposé par Mund et al. (2009) (Figure 10). Ainsi, l’interaction entre 
NDFIP1/2 et la ligase libère le domaine HECT de cette dernière, lui permettant de lier 
l’ubiquitine et ainsi d’ubiquityler ses substrats et de s’autoubiquityler elle-même (Mund et al., 
2009). 
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Bien que certaines protéines fonctionnent en tant que protéines activatrices de ces 
ligases, d’autres vont compétitionner avec leurs substrats et vont donc réguler leur activité à la 
baisse. C’est le cas de la protéine N4BP1 qui compétitionne avec les substrats de Itch et qui, 
ainsi, inhibe l'autoubiquitylation de la ligase et l'ubiquitylation de ses substrats (Oberst et al., 
2007). 
Certaines observations préliminaires effectuées au laboratoire suggèrent que LITAF est 
une autre protéine pouvant réguler l’activité des ligases. En effet, tel que mentionné 
précédemment, cette dernière possède des motifs proline, dont PPXY qui est le plus commun, 
mais aussi P(S/T)AP, lui permettant d’interagir avec divers substrats. Les motifs PPXY de 
LITAF lui permettent de lier les domaines WW des ligases de l’ubiquitine de la famille Nedd4 
(Figure 11), comme Nedd4, Itch, WWP1 et WWP2 (Shirk et al., 2005; Jolliffe et al., 2000; 
Eaton et al., 2011) ainsi que TSG101, une enzyme de conjuguaison de l’ubiquitine (Shirk et 
al., 2005). 
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Figure 11. Interaction entre Itch et LITAF. L’interaction entre Itch (en haut) et 
LITAF (en bas) se fait via les domaines WW de Itch et les motifs PPXY de LITAF. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il a été observé que l’interaction entre Itch et LITAF cause la relocalisation de Itch 
depuis le trans-golgi (Figure 12) jusqu’aux lysosomes et résulte donc en sa colocalisation avec 
LITAF (Figure 13). Cette relocalisation n’a pas été aperçue dans le cas de Nedd4 (Eaton et al., 
2011).  
On sait aussi que Itch est autoubiquitylé dans les cellules (Mouchantaf et al., 2006) et 
on peut donc penser que l’interaction de LITAF avec Itch serait une façon d’activer ce 
mécanisme ou d’augmenter son intensité. L’autoubiquitylation permet la dégradation de Itch, 
mais son importance exacte n’est pas connue. Il est possible qu’il s’agisse d’un mécanisme 
permettant de diminuer la quantité cellulaire de Itch suite à son activation, un peu comme une 
boucle de rétroaction négative. La protéase de l’ubiquitine FAM peut retirer l’ubiquitine de 
Itch et ainsi contrer sa dégradation aux protéasomes (Mouchantaf et al., 2006). Sachant que 
PPXY PPXY SLD
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Figure 12. Localisation cellulaire de Itch. Des cellules BGMK ont été transfectées 
avec Itch. Les cellules ont été regardées par microscopie à fluorescence. Le IGF-IIR 
(insulin-like growth factor 2 receptor) a été utilisé pour marquer le trans-golgi et le 
LysoTracker a été utilisé pour marquer les lysosomes et les endosomes tardifs. Par 
superposition, on peut voir que Itch colocalise avec le trans-golgi, mais pas avec les 
lysosomes et les endosomes tardifs. Tiré de Eaton et al. (2011). 
des protéines structurellement semblables à LITAF et possédant des motifs PPXY, NDFIP1 et 
NDFIP2, interagissent avec Itch et causent son activation (Mund et al., 2009), il est possible 
que l’interaction de LITAF avec Itch active la ligase et lui permette par la suite d’ubiquityler 
ses substrats. 
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Figure 13. Localisation cellulaire de Itch lorsque cotransfecté avec LITAF. Des 
cellules BGMK ont été cotransfectées avec LITAF et Itch. Les cellules ont été 
regardées par microscopie à fluorescence. Le IGF-IIR a été utilisé pour marquer le 
trans-golgi et le LysoTracker a été utilisé pour marquer les lysosomes et les endosomes 
tardifs. Par superposition, on peut voir que Itch, lorsque cotransfecté avec LITAF, 
colocalise avec les lysosomes et les endosomes tardifs, mais pas avec le trans-golgi. 
Tiré de Eaton et al. (2011). 
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1.4. Problématique, objectifs et hypothèses 
 
La dégradation des protéines joue un rôle prépondérant dans le maintien de 
l’homéostasie des cellules. Le trafic endosomal achemine les protéines de la surface cellulaire 
devant être dégradées jusqu’au lysosome, où cette dégradation a lieu. L’ubiquitylation des 
protéines est un élément clé dans la régulation de ces phénomènes. 
Des études menées dans nos laboratoires ont montré que la transfection seule de 
LITAF ou Itch dans des cellules HEK-293T n’a aucune influence sur la quantité cellulaire des 
protéines. Cependant, la cotransfection de LITAF et Itch dans ces mêmes cellules diminue 
grandement la quantité de Itch, alors que la quantité de LITAF demeure inaffectée. Ces 
observations suggèrent que LITAF semble jouer un rôle dans la diminution de la quantité 
cellulaire de Itch. Suite aux découvertes de Mund et al. (2009) démontrant que les NDFIPs, 
des protéines similaires à LITAF, seraient des activateurs de deux ligases de la famille Nedd4, 
soit Nedd4 et Itch, nous avons pensé que LITAF pourrait également avoir cet effet envers les 
ligases. 
Les objectifs poursuivis dans cette étude étaient de déterminer si LITAF active les 
ligases de la famille Nedd4 et de voir les impacts de cette activation sur les substrats des 
ligases. 
Nos hypothèses étaient que LITAF active les ligases de l’ubiquitine de la famille 
Nedd4, dont Itch, et que cette activation permet à ces ligases d’ubiquityler leurs substrats, 
causant leur dégradation. Nous supposons donc que LITAF serait une protéine pouvant réguler 
l’activité des ligases de la famille Nedd4. Nous avons donc testé l’effet de la présence de 
LITAF sur l’activité catalytique de Itch, Nedd4, WWP1 et WWP2, ainsi que sur la stabilité et 
l’ubiquitylation des substrats de Itch : c-Jun et l’endophiline. 
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Pour vérifier ces hypothèses, nous avons tout d’abord testé l’interaction entre la 
protéine et quatre ligases de la famille Nedd4 (Nedd4, Itch, WWP1 et WWP2), puis avons 
mené des expériences de dégradation et d’ubiquitylation sur ces ligases ainsi que sur certains 
de leurs substrats. La cotransfection de LITAF et des ligases dans les cellules HEK-293T 
conduit à une diminution marquée des ligases en question, ce qui rend l’observation des effets 
sur les substrats difficile. Des expériences in vitro ont donc été menées afin de mieux mettre 
en évidence l’effet de l’activation de Itch sur l’ubiquitylation de ses substrats. 
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2. Méthodologie 
     2.1. Expériences d’ubiquitylation in vivo 
            2.1.1. Purification des plasmides 
 
La purification de FLAG-LITAF WT, GFP-LITAF 2Y (GFP étant le green fluorescent 
protein), YFP-Itch (YFP étant le yellow fluorescent protein), YFP-Nedd4, YFP-WWP1 et 
YFP-WWP2 se fait par la technique de maxiprep. On prépare tout d’abord 500 mL de milieu 
LB (lysogeny broth) dans des flasques de 2 L pour la culture bactérienne. Ce milieu contient 
des extraits de levure (5 g/L), du tryptone (10 g/L) et du NaCl (10 g/L). On ajoute ensuite 
l’antibiotique approprié (5 µL) dans les flasques, soit l’ampicilline (pour FLAG-LITAF WT) 
ou la kanamycine (pour GFP-LITAF 2Y, YFP-Itch, YFP-Nedd4, YFP-WWP1 et YPF-
WWP2), ainsi que les bactéries contenant le plasmide désiré. On fait pousser les bactéries et 
on transfère ensuite le tout dans des gros tubes en plastique puis on fait centrifuger 20 minutes 
à 4000 RPM à 4 °C. On resuspend le culot dans 4 mL d’une solution glucose/Tris/EDTA et on 
transfère dans des tubes de 20 mL pour centrifugeuse. 
La lyse des cellules bactériennes se fait par l’ajout de 10 mL d’une solution 0,2 M 
NaOH/1% SDS (sodium dodecyl sulfate) fraîchement préparée, puis par l’ajout de 7,5 mL 
d’une solution de d’acétate de potassium 3 M. On centrifuge ensuite 10 minutes à 20 000 RCF 
à 4 °C. 
Pour précipiter l’ADN plasmidique, on transvase le surnageant dans un nouveau tube, 
on ajoute 0,6x le volume d’isopropanol, on centrifuge 10 minutes à 15 000 RCF à 22 °C et on 
rince le culot avec 2 mL d’éthanol 70%. On centrifuge par la suite de 2 à 3 minutes à 15 000 
RCF à 22 °C, on jette l’éthanol et on fait sécher les tubes avec le culot. 
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Le retrait des contaminants nécessite l’ajout de 1 mL d’une solution 
glucose/Tris/EDTA et de 20 µL de RNase (TE). On fait ensuite incuber à une température de 
37 °C pendant 20 à 45 minutes. Par la suite, on ajoute 2 mL d’une solution 0,2M NaOH/1% 
SDS fraîche et 1,5 mL d’acétate de potassium 3 M et on centrifuge pendant 10 minutes à 
20 000 RCF à une température de 22 °C. On poursuit en transférant le surnageant dans un tube 
de 15 mL, puis en ajoutant le même volume de chloroforme alcool isoamylique 24:1. On 
centrifuge 2 minutes à 22 °C puis on transfère le tout dans un nouveau tube de 20 mL. Il faut 
ensuite ajouter le quart du volume d’une solution d’acétate d’ammonium concentrée à 10 M, 
puis ajouter 2x le volume d’éthanol 100% et laisser de 10 à 20 minutes au congélateur à -80 
°C. On centrifuge pendant 10 minutes à 10 RCF à une température de 4 °C, on jette le 
surnageant, on rince le culot avec 5 mL d’éthanol 70%, on centrifuge à nouveau pendant 5 
minutes, puis on jette l’éthanol et on laisse sécher les tubes avec le culot sous la hotte. 
Pour faire précipiter l’ADN plasmidique, le culot a été resuspendu dans 2 mL de 
tampon TE (Tris 10 mM - EDTA 1 mM) et dans 0,8 mL de solution de polyéthylène glycol 
(PEG 8000 30% (m/v) – NaCl 1,6 M). Les tubes ont été laissés dans un bac de glace au 
réfrigérateur à 4 °C pendant une nuit entière. Le lendemain, les tubes ont été centrifugés 20 
minutes à 10 000 RCF à 4 °C, puis le culot a été resuspendu dans 1 mL de tampon TE. Le 
quart du volume d’acétate d’ammonium 10 M, puis le double du volume d’éthanol 100% ont 
été ajoutés. Le tout a été laissé 10 minutes au congélateur à -80 °C avant d’être centrifugé 10 
minutes à 10 000 RCF à une température de 4 °C. Le culot a par la suite été rincé avec 5 mL 
d’éthanol 100%, puis les tubes ont été centrifugés 2 minutes à une vitesse de 10 000 RCF et à 
4 °C. Pour garder un environnement stérile, l’éthanol a été jeté et les tubes avec le culot ont été 
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séchés à la flamme. Le culot a ensuite été resuspendu dans 750 µL de tampon TE stérile. Les 
échantillons purifiés ont été gardés au réfrigérateur à 4 °C. 
            2.1.2. Expression et rôle de LITAF 
 
Les protéines d’intérêt ont été obtenues par expressions hétérologues dans Escherichia 
coli (E. coli) à partir de vecteurs pGEX-4T-1 recombinés avec les séquences codantes 
appropriées : GST (glutathione S-transferase), GST-RAD23, GST-RPN10, GST-STAM-UIM 
(STAM-UIM étant signal transducing adaptor molecule ubiquitin interacting motif), GST-
LITAF WT, GST-LITAF 2Y, GST-LITAF WT (portion N-terminale) et GST-LITAF 2Y 
(portion N-terminale). Les bactéries ont été gardées au congélateur à -80 °C. Pour la 
purification, 500 mL de milieu LB à 37 °C ont été préparés dans des flasques de 2 L et ont été 
ensemencés avec 50 mL d’une culture fraîche de bactéries transformées avec le vecteur 
d’expression. On fait ensuite agiter 1h à 120 RPM à 37 °C. Par la suite, 500 µL d’IPTG 
(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) sont ajoutés dans les flasques et on laisse ceux-ci 
agiter pendant 3h à 120 RPM et à 37 °C. L’IPTG se lie au répresseur de l’opéron lactose et 
permet de stimuler la transcription de l’ADN recombinant du vecteur pGEX-4T-1 qui contient 
un promoteur contenant la séquence de liaison du répresseur bactérien LacI, activant ainsi la 
machinerie cellulaire et permettant la production des protéines d’intérêt. On centrifuge ensuite 
les bactéries 20 minutes à 4000 RPM à 4 °C, puis on récupère les culots bactériens placés dans 
des tubes dans un congélateur à -80 °C. Ensuite, les culots sont resuspendus dans 20 mL de 
PBS (phosphate buffered saline - NaH2PO4 0,2 M - NaCl 0,6 M - pH 7,4) et transférés dans 
des tubes de 50 mL pour ensuite être soniqués 3 fois pendant 10 secondes à une amplitude de 
50% pour la lyse physique. Pour la lyse chimique, on ajoute 2 mL de triton 10% dans chaque 
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tube et on fait incuber 30 minutes au réfrigérateur à 4 °C avec agitation. On centrifuge 
finalement 20 minutes à 20 000 RCF, puis on sépare les extraits en tubes de 5 mL en les 
gardant au congélateur à -80 °C pour usage ultérieur. 
            2.1.3. Lavage et quantification des protéines de fusion 
 
Les extraits bactériens sont décongelés, puis de façon stérile à la flamme on ajoute 150 
µL de billes de Sepharose couplées au glutathion dans chaque tube et on laisse agiter pendant 
2h à température pièce (20 °C). Le glutathion a une forte affinité pour la protéine GST, 
fusionnée aux séquences d’intérêt. Ainsi, les billes vont pouvoir se lier à la portion GST des 
protéines de fusion et permettre de les récupérer. On centrifuge ensuite à 2000 RCF à 4 °C 
pendant 2 minutes, puis on ajoute 10 mL de la solution saline de PBS dans les tubes pour le 
lavage. On répète les étapes de lavage 2 autres fois pour éliminer le maximum de débris. Les 
protéines de fusion mélangées aux billes peuvent ensuite être gardées au réfrigérateur à 4 °C 
pendant un maximum de 2 semaines (on récupère 150 µL). Pour la quantification, un mini-gel 
de polyacrylamide (10%) est préparé. Les billes liées aux protéines de fusion sont chauffées à 
95 °C pendant 5 minutes afin d’être dénaturées. On ajoute ensuite 10 µL des billes liées aux 
différentes protéines et 2,5 µL de LSB (loading sample buffer - SDS 3% - sucrose 115 mM - 
Tris-Cl 65 mM pH 6 - bêta-mercaptoéthanol (βME) 1% - bleu de bromophénol 0,0025%) dans 
les puits avec des concentrations croissantes de BSA (bovine serum albumin - 1 ug, 2 ug, 5 ug 
et 10 ug). Les puits vides sont remplis avec 12,5 µL de LSB. On fait ensuite migrer à 150 V 
pendant 1h, puis on colore le gel au bleu de Coomassie (acide acétique glacial 10% - méthanol 
30% - bleu de Coomassie/bleu brillant 0,25%) pendant 3h, on le décolore au destain (alcool 
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isopropylique 10% - acide acétique glacial 10%), puis on quantifie les bandes obtenues à partir 
d’une courbe de BSA. 
            2.1.4. Transfection cellulaire 
 
Afin de pouvoir exprimer les protéines désirées dans les cellules, des cellules rénales 
embryonnaires humaines, HEK-293T, ont été cultivées dans une solution de DMEM enrichie 
de sérum de veau cosmique (cosmic calf serum; CCS), de streptomycine et d’antifongique et 
incubées dans des boîtes de pétri à des conditions physiologiques. Des échantillons contenant 
5 µg de l’ADN désiré ont été pipetés dans 430 µL de TE 0,1X et 60 µL de CaCl2 250 mM 
servant à la perforation des membranes cellulaires, auxquels 500 µL de HBS 2X (HEPES 
buffered saline - NaCl 280 mM - KCL 10 mM - Na2HPO4 1,5 mM - dextrose 12 mM - HEPES 
50 mM - pH 7,0) ont été ajoutés. Le lendemain, le milieu DMEM a été changé pour tous les 
pétris afin d’éviter la désoxygénation du milieu, puis les cellules ont été extraites le 
surlendemain. 
            2.1.5. Extraction cellulaire 
 
Une solution d’extraction a été préparée, contenant 500 µL de HEPES 10 mM, 1,875 
mL de NaCl 150 mM ainsi que des inhibiteurs de protéasome (sauf pour l’expérience sur le 
taux de dégradation de Itch, Nedd4, c-Jun et de l’endophiline) : 100 µL de PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride), 500 µL de benzamidine, 5 µL d’aprotinine et 5 µL de 
leupeptine. La solution a été complétée jusqu’à 50 mL avec de l’eau Milli-Q.  
Les pétris cellulaires ayant été transfectés ont été lavés 2 fois avec 5 mL de PBS, puis 
500 µL de solution d’extraction ont été ajoutés dans chaque boîte de pétri et les cellules ont été 
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récupérées dans 2 tubes de 15 mL : un pour FLAG-LITAF WT et un pour GFP-LITAF 2Y. 
Les tubes ont par la suite été soniqués 3 fois pendant 10 secondes à une amplitude de 50% 
(lyse physique), puis 100 µL de triton 10% ont été ajoutés dans chaque tube pour la lyse 
chimique. Les tubes ont ensuite été mis au réfrigérateur à 4 °C sur agitateur pendant 30 
minutes, pour ensuite être transférés dans une centrifugeuse à 4 °C pendant 30 minutes à une 
vitesse de 16 000 RPM. Les surnageants ont été récupérés dans des nouveaux tubes et les 
culots ont été jetés. 
2.1.6. Migration, transfert de gel sur membrane et 
immunobuvardage 
 
Les échantillons ont été migrés sur un gel de polyacrylamide à gradient 4%-16%. 80 
µL de chaque échantillon ont été pipetés dans chaque puit puis 20 µL de LSB ont été ajoutés. 
Pour le marqueur de poids moléculaire, 60 µL d’eau distillée, 20 µL de LSB et 20 µL du 
marqueur ont été utilisés. Les puits vides ont été remplis avec 100 µL de LSB. La migration a 
été effectuée durant la nuit à un total de 900 V. 
Les protéines migrées sur gel ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose 
avant l’immunobuvardage, comme sur le montage de la Figure 14. 
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Le montage a été placé dans une cuve pour le transfert, à laquelle ont été ajoutés la 
totalité de la solution de transfert ainsi que 1 L de méthanol. La cuve a par la suite été placée 
dans le réfrigérateur à 4 °C, branchée à une source à 1000 mA et le transfert a été effectué 
pendant 1h30. 
L’immunobuvardage, communément appelé le western blot, permet de détecter les 
protéines d’intérêt à l’aide d’anticorps spécifiques. 
Tout d’abord, une solution de blotto contenant 200 mL de PBS, 800 mL d’eau distillée 
et 50 g de lait en poudre commercial a été préparée. Cette solution permet de bloquer les 
protéines sur les membranes de nitrocellulose. La membrane a ensuite été annotée, découpée, 
puis placée dans du blotto pendant 1h, avec agitation, à température pièce (20 °C).  
Chaque anticorps primaire (voir la liste dans le TABLEAU I) a été dilué dans 10 mL 
de blotto selon les quantités établies par le manufacturier, puis les différents morceaux de la 
membrane ont été placés dans des sacs scellables commerciaux et les solutions contenant le 
blotto et l’anticorps primaire ont été versées dans les sacs, en contact avec le morceau de 
membrane approprié. Le tout a été laissé au réfrigérateur à 4 °C avec agitation pendant une 
Figure 14. Montage de transfert de gel sur membrane de nitrocellulose. La 
migration des protéines se fait du gel vers la membrane, soit de la cathode (-) vers 
l’anode (+). 
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nuit entière, afin de bien recouvrir toutes les portions de la membrane et de permettre aux 
anticorps primaires de bien se fixer sur leurs protéines cibles. 
Les solutions ont ensuite été récupérées au réfrigérateur à 4 °C, puis les portions de 
membranes ont été sorties des sacs et placées et mis 3 fois en présence de blotto pendant 10 
minutes, à température pièce et avec agitation. Les membranes ont ensuite été placées dans de 
nouveaux sacs scellables et ont été mis en présence de 10 µL d’un anticorps secondaire (voir 
la liste dans le TABLEAU II) approprié. Le tout a été mis sur agitateur à température pièce 
pendant 1h. Les membranes ont par la suite été lavées 10 minutes avec la solution de blotto à 2 
reprises, puis elles ont été laissées dans du TBS (Tris-buffered saline) 1X avec agitation et à 
température pièce pendant 30 minutes. 
Afin de visualiser les protéines d’intérêt, les morceaux de membrane ont été mis dans 
une pochette en plastique, puis 750 µL de peroxyde d’hydrogène ont été mélangés avec 750 
µL de luminol, puis la solution a été versée goutte à goutte partout sur les morceaux de 
membrane. Le peroxyde d’hydrogène réagit avec le luminol, créant ainsi une réaction de 
chimiluminescence, et donc la production de lumière. Cette chimiluminescence a ensuite pu 
être visualisée à l’aide d’une machine FUSION FX, révélant ainsi si les anticorps ont réagi 
avec leur protéine cible. 
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TABLEAU I. Anticorps primaires utilisés pour les expériences d’immunobuvardage 
Protéine 
cible Nom commercial (manufacturier) 
Espèce 
hôte 
Concentration 
utilisée 
c-Jun Anti-c-Jun, clone 6E4.4 (Millipore) Souris 1:1000 
Endophiline Anti-Pan-Endophiline (Zymed Laboratories Inc.) Lapin 1:1000 
FLAG Anti-FLAG M2 Monoclonal Antibody (Sigma-Aldrich) Souris 1:1000 
GFP Anti-GFP (Molecular Probes) Lapin 1:5000 
Itch Anti-Itch (BD Transduction Laboratories) Souris 1:1000 
Nedd4 Anti-Nedd4, WW2 domain (Millipore) Lapin 1:10 000 
 
TABLEAU II. Anticorps secondaires utilisés pour les expériences d’immunobuvardage 
Protéine 
cible Nom commercial (manufacturier) 
Espèce 
hôte 
Concentration 
utilisée 
IgG souris 
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG  
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) 
Chèvre  1:1000 
IgG lapin 
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Rabbit IgG  
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) 
Chèvre  1:1000 
IgG : immunoglobuline G 
2.1.7. Interaction entre Itch, Nedd4, WWP1, WWP2 et LITAF WT et 
LITAF 2Y 
 
Les ligases YFP-Itch, YFP-Nedd4, YFP-WWP1 et YFP-WWP2 ont été transfectées 
dans des cellules HEK-293T, puis incubées à des conditions physiologiques pendant 48h. 
Ensuite, les protéines de fusion GST-LITAF WT et GST-LITAF 2Y ont été liées à des billes 
de Sepharose couplées au glutathion. Après incubation avec les billes liées aux protéines de 
fusion, ces dernières ont été lavées trois fois avec la solution d’extraction et déposées sur gel. 
Une fraction de l’extrait cellulaire a également été déposée sur gel afin de témoigner de 
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l’expression des protéines. L’interaction entre les ligases et les deux variantes de LITAF a pu 
être vérifiée à l’aide d’immunobuvardages effectués avec l’anticorps anti-GFP. 
2.1.8. Taux de dégradation de Itch, Nedd4, c-Jun et de l’endophiline 
en présence de LITAF WT, LITAF 2Y et du MG132 
 
La portion N-terminale de LITAF WT ou LITAF 2Y a été obtenue par purification 
avec des billes de Sepharose couplées au glutathion, puis éluées des billes par une incubation 
dans une solution contenant 5 mM de glutathion. Des extraits de cellules HEK-293T ont été 
obtenus et incubés avec 40 μg/mL de LITAF WT ou LITAF 2Y purifié. Du MG132 et/ou des 
inhibiteurs de protéases ont été ajoutés au mélange. Après 2 ou 16 heures d’incubation, les 
extraits ont été déposés sur gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis), transférés sur membrane et les protéines d’intérêt révélées par 
immunobuvardage. 
2.1.9. Autoubiquitylation de Itch, Nedd4, WWP1 et WWP2 suite à 
leur surexpression et à celle de l’ubiquitine, en présence de 
LITAF WT 
 
YFP-Itch, YFP-Nedd4, YFP-WWP1 et YFP-WWP2 ainsi que l’ubiquitine en fusion 
avec HA ont été transfectés dans des cellules HEK-293T. FLAG-LITAF WT a été surexprimé 
dans la moitié des cellules. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 48h à des conditions 
physiologiques. Des pull-down ont ensuite été effectué avec des motifs d’interaction avec 
l’ubiquitine (ubiquitin interacting motif; UIM) fusionnés à GST pour récupérer toutes les 
protéines ubiquitylées. Afin de déceler la présence des ligases, un immunobuvardage utilisant 
l’anticorps anti-GFP a été effectué. 
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2.1.10. Autoubiquitylation de Itch et Nedd4 présents à des niveaux 
endogènes, ainsi que de l’endophiline, en présence de LITAF 
WT ou LITAF 2Y 
 
FLAG-LITAF WT et GFP-LITAF 2Y ont été transfectés dans des cellules HEK-293T, 
qui ont ensuite été incubées à des conditions physiologiques pendant 48h. Les protéines 
ubiquitylées ont ensuite été extraites à l’aide de protéines de fusion reconnaissant l’ubiquitine : 
GST-STAM-UIM, GST-RAD23 et GST-RPN10. La protéine GST seule a pour sa part été 
utilisée en tant que contrôle négatif. Des immunobuvardages ont ensuite été réalisés à l’aide de 
l’anticorps approprié (anti-Itch pour Itch, anti-Nedd4 pour Nedd4, et anti-endophiline pour 
l’endophiline) afin de quantifier les ligases. 
     2.2. Expériences d’ubiquitylation in vitro 
 
Une réaction d’ubiquitylation in vitro comprend 2 μM de substrat (c-Jun ou 
l’endophiline) auquel on ajoute 100 nM de l’enzyme UBE1 (E1), 2 μM de l’enzyme UBE2L3 
(E2), 2 μM de la ligase Itch (E3), 50 μM d’ubiquitine et 4 mM d’ATP. La réaction se déroule à 
température pièce pendant 90 minutes dans un tampon Tris 40 mM pH 7,1, NaCl 40 mM, 
bêta-mercaptoéthanol 1 mM et MgCl2 5 mM. À ces conditions contrôles, nous avons ajouté 5 
μg de LITAF WT ou de LITAF 2Y. Toutes les protéines ont été purifiées de bactéries 
exprimant les différentes protéines de fusion avec GST éluées des billes de Sepharose 
couplées au glutathion, sauf UBE1, UBE2L3 et l’ubiquitine qui ont été obtenues de la 
compagnie UBP-Bio. 
 
 
41 
 
La résultat de la réaction a été déposé sur gel SDS-PAGE et transféré sur 
nitrocellulose. L’ubiquitylation des substrats a été révélée par immunobuvardage et est visible 
par l’apparition de formes de plus haut poids moléculaire de la protéine substrat. 
            2.2.1. Expression des protéines d’intérêt 
 
Les réactions d’ubiquitylation in vitro nécessitent des protéines recombinantes étant 
produites par des bactéries. Ainsi, nous avons mis en culture des bactéries E. coli BL21 et 
DH5α comprenant le vecteur pGEX-4T1 recombiné avec les séquences qui codent 
l’endophiline A1, c-Jun, Itch, LITAF WT et LITAF 2Y. On peut ainsi produire les protéines 
de fusion désirées avec le marqueur GST dans leur portion N-terminale. 
Les étapes initiales sont les mêmes que pour l’extraction des protéines de fusion pour 
les expériences in vivo. Après avoir ajouté le triton, les échantillons sont placés sur un 
agitateur au réfrigérateur à 4 °C pendant 20 minutes, puis ils sont centrifugés 15 minutes à une 
vitesse de 10 000 RPM. On récupère ensuite les surnageants pour pouvoir purifier les 
protéines d’intérêt. 
            2.2.2. Purification des protéines d’intérêt 
 
Pour pouvoir récupérer les protéines de fusion marquées avec le tag GST, des billes de 
Sepharose couplées au glutathion ont été utilisées. Ces billes ont été lavées avec une solution 
de PBS puis ont été mises dans les surnageants contenant les protéines d’intérêt pour une 
durée d’une heure à température pièce (20 °C). Les protéines de fusion peuvent ainsi être 
récupérées grâce au marqueur GST qui a une forte affinité pour le glutathion. Suite à 
l’incubation, les échantillons sont lavés à 3 reprises avec du PBS, puis un tampon d’élution 
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(glutathion 5 mM - Tris-Cl 50 mM pH 7,4 - pH 8,3) est utilisé pour récupérer les protéines 
d’intérêt. Afin de pouvoir aller chercher le plus de protéines possible, cette étape a été répétée 
2 autres fois. On peut ensuite vérifier, grâce à un mini-gel SDS-PAGE 10%, si les protéines 
ont bien été purifiées (voir les étapes de la quantification sur mini-gel pour les expériences in 
vivo). 
            2.2.3. Réactions d’ubiquitylation in vitro 
 
Afin d’effectuer la réaction d’ubiquitylation de 20 μL in vitro, 2 μM d’endophiline et 
de c-Jun ont été utilisés, 100 μM d’enzyme activatrice UBE1 (E1), 2 μM d’enzyme de 
conjuguaison UBE2L3 (E2), 2 μM de la ligase de l’ubiquitine Itch (E3), 50 μM d’ubiquitine, 4 
mM d’ATP et un tampon (Tris 40 mM pH 7,1 - NaCl 40 mM - βME 1 mM - MgCl2 5 mM). 
Selon la réaction à effectuer, 1,25 μM de LITAF WT ou de LITAF 2Y a été ajouté. Le 
TABLEAU III montre les différentes conditions testées. 
 
TABLEAU III. Conditions testées pour les réactions d’ubiquitylation in vitro 
Substrat                                            
Itch - + + + - + + + 
LITAF - - WT 2Y - - WT 2Y 
 
 
Par la suite, les échantillons ont été incubés à une température de 30 °C pour une durée 
d’1h30. La réaction a ensuite été arrêtée par l’ajout de LSB. Les produits ont finalement été 
migrés sur un gel de polyacrylamide et le tout a été révélé par immunobuvardage. 
 
 
 
 
Endophiline c-Jun 
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3. Résultats 
     3.1. Expériences in vivo 
3.1.1. Interaction entre LITAF et différentes ligases de la famille 
Nedd4 
 
LITAF contient deux motifs PPXY lui permettant d’interagir avec Nedd4 et Itch 
(Jolliffe et al., 2000; Eaton et al., 2011). Pour vérifier si les ligases WWP1 et WWP2, qui sont 
issues du même gène ancestral que Itch, peuvent aussi interagir avec LITAF, nous avons 
effectué une expérience d’interaction protéine-protéine. Des protéines de fusion GST-LITAF 
WT ou GST-LITAF 2Y où les deux motifs PPXY sont altérés pour inhiber l’interaction avec 
les domaines WW des ligases ont été utilisées. Cette inactivation est possible en mutant les 
résidus tyrosine à la 23e et à la 61e position en alanine. Les protéines de fusion ont été liées à 
des billes de Sepharose couplées au glutathion afin de vérifier si ces billes pouvaient récupérer 
les différentes ligases d’un extrait protéique. Les quatre ligases de l’ubiquitine en fusion avec 
la protéine YFP ont été produites par transfection de cellules HEK-293T. Des pull-down ont 
ensuite été réalisés avec GST-LITAF WT et GST-LITAF 2Y sur les extraits de cellules HEK-
293T transfectés, puis la liaison des ligases aux protéines GST-LITAF vérifiée par des 
immunobuvardages utilisant l’anticorps anti-GFP. 
La Figure 15 permet de voir que LITAF WT interagit avec les 4 ligases de l’ubiquitine 
à domaine HECT, soit Itch, Nedd4, WWP1 et WWP2, alors qu’aucune interaction n’est 
décelée avec le mutant LITAF 2Y. LITAF WT semble interagir davantage avec Itch, WWP1 
et WWP2 qu’avec Nedd4, compte tenu du fait que les quantités des quatre ligases étaient 
similaires dans le lysat cellulaire, et que moins de Nedd4 a été récupéré sur les billes. 
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Figure 15. Interaction entre Itch, Nedd4, WWP1, WWP2 et LITAF WT et LITAF 2Y. Le 
panneau du haut montre les protéines de fusion YFP récupérées par les billes liées à GST-
LITAF WT. Le panneau du milieu montre qu’aucune des fusions YFP n’est récupérée par le 
mutant GST-LITAF 2Y. Le panneau du bas montre le niveau d’expression des fusions YFP 
dans les lysats cellulaires. IB : immunoblot. (Guillaume Desrochers, communication 
personnelle). 
 
3.1.2. LITAF induit la dégradation spécifique des protéines Itch, 
Nedd4, c-Jun et de l’endophiline 
 
Lors d’observations antérieures au laboratoire, il a été noté que les cellules 
surexprimant LITAF montraient un niveau plus bas de la protéine Itch (Eaton et al., 2011). 
Certaines protéines interagissant avec les domaines WW des ligases agissent comme des 
activateurs et stimulent l’activité ligase (Mund et al., 2010). Sachant que les ligases de 
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l’ubiquitine Itch et Nedd4 interagissent avec LITAF, nous avons vérifié si la présence de 
LITAF a un impact sur l’activité de Itch et Nedd4 en mesurant leur dégradation et celle de 
certains substrats connus en présence de LITAF WT ou LITAF 2Y. Pour ce faire, nous avons 
produit des protéines de fusion des portions N-terminales de GST-LITAF WT ou GST-LITAF 
2Y que nous avons ajoutées à des extraits cellulaires en présence ou non d’inhibiteurs du 
protéasome (MG132) ou d’inhibiteurs de protéases généraux. Les quantités cellulaires des 
ligases et des substrats ont par la suite été vérifiées par immunobuvardage. 
La Figure 16 montre le taux de dégradation de 2 ligases de l’ubiquitine (Itch et Nedd4) 
ainsi que de 2 substrats de Itch (c-Jun et endophiline) en réponse à LITAF WT ou LITAF 2Y 
et à la présence ou absence de MG132. 
On remarque que Itch est fortement dégradé suite à l’incubation avec LITAF WT, alors 
que sa dégradation est beaucoup moins notable en présence de LITAF 2Y. La présence de 
MG132 réduit le taux de dégradation de la ligase. L’effet est moins prononcé du côté de 
Nedd4, où la différence du taux de dégradation de la ligase en présence de LITAF WT et 
LITAF 2Y est beaucoup plus subtile, voire absente, particulièrement après une incubation de 2 
heures. Cependant, l’incubation prolongée avec inhibition laisse voir que Nedd4 est davantage 
dégradé en présence de LITAF WT qu’en présence de LITAF 2Y, bien que la différence soit 
moins décelable qu’avec Itch. Encore une fois, l’inhibiteur MG132 réduit le taux de 
dégradation de la ligase. Ces résultats suggèrent donc que LITAF peut effectivement stimuler 
la dégradation protéasomale de Itch et Nedd4, avec une plus grande efficacité pour Itch, ce qui 
suggère une augmentation de l’activité autocatalytique des ligases. 
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Du côté des substrats de Itch, c-Jun semble très rapidement dégradé en présence de 
LITAF WT comparativement à LITAF 2Y, et ceci se remarque notamment après une 
incubation de 2 heures sans inhibition et une incubation prolongée avec inhibition. Le MG132 
réduit le taux de dégradation du substrat, ce qui montre que l’ubiquitylation de c-Jun est 
probablement en cause. La différence est beaucoup moins notable avec l’endophiline, où seule 
l’incubation prolongée sans inhibition laisse voir une dégradation plus prononcée en présence 
de LITAF WT qu’en présence de LITAF 2Y. Le MG132 diminue grandement le taux de 
dégradation. Les résultats obtenus suggèrent donc que LITAF active davantage 
l’ubiquitylation de c-Jun que celle de l’endophiline. 
Figure 16. Taux de dégradation de Itch, Nedd4, c-Jun et de l’endophiline en présence de 
LITAF WT, LITAF 2Y et du MG132. Première colonne : résultats après une incubation de 
2h avec inhibiteurs de protéases; deuxième colonne : résultats après une incubation de 2h sans 
inhibiteurs; troisième colonne : résultats après une incubation d’une nuit entière avec 
inhibiteurs; quatrième colonne : résultats après une incubation d’une nuit entière sans 
inhibiteurs. ON : overnight (incubation prolongée). (Guillaume Desrochers, communication 
personnelle). 
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3.1.3. LITAF cause l’autoubiquitylation de Itch, Nedd4, WWP1 et 
WWP2 
 
Puisque la dégradation de Itch et Nedd4 est accélérée en présence de LITAF et que 
cette dégradation dépend du protéasome, il est probable que la liaison de LITAF augmente 
leur activité ligase. Une façon de démontrer l’activation des ligases de l’ubiquitine est 
d’observer leur autoubiquitylation, c’est-à-dire le mécanisme par lequel les ligases 
s’ubiquitylent elles-mêmes. Pour vérifier cela, les différentes ligases (Itch, Nedd4, WWP1 et 
WWP2 en fusion avec YFP) ont été transfectées à l’intérieur de cellules HEK-293T, de même 
que l’ubiquitine. La protéine LITAF était également surexprimée dans la moitié des cellules, 
l’autre moitié servant de contrôle. Nous avons ensuite extrait l’ensemble des protéines 
ubiquitylées à l’aide de protéines de fusion entre la GST et différents motifs d’interaction avec 
l’ubiquitine. Finalement, la présence des différentes ligases dans la fraction de protéines 
ubiquitylées a été vérifiée par immunobuvardage avec un anticorps anti-GFP. 
La Figure 17 montre que les 4 ligases de l’ubiquitine à domaine HECT sont 
ubiquitylées en présence de LITAF, mais pas dans les cellules contrôle. 
On remarque que la quantité de Nedd4 ubiquitylée en présence de LITAF est très 
inférieure à Itch et WWP1, bien que les ligases soient présentes en quantités comparables dans 
les lysats cellulaires. Pour ce qui est de la ligase WWP2, bien qu’elle soit plus exprimée dans 
le lysat cellulaire, sa forme ubiquitylée est présente en quantité comparable aux autres ligases. 
À la lumière de ces résultats, on peut donc penser que LITAF active plus faiblement Nedd4 
que les autres ligases, ce qui reflète la plus faible interaction entre LITAF et Nedd4 qu’entre 
LITAF et Itch, WWP1 et WWP2 ainsi que la dégradation moindre de Nedd4. 
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Figure 17. Autoubiquitylation de Itch, Nedd4, WWP1 et WWP2 suite à leur 
surexpression et à celle de l’ubiquitine, en présence de LITAF WT. Première rangée : 
autoubiquitylation des ligases en présence ou en absence de FLAG-LITAF WT; deuxième 
rangée : quantité de FLAG-LITAF WT dans le lysat cellulaire; troisième rangée : présence ou 
absence de FLAG-LITAF WT. CL : cell lysate (lysat cellulaire). (Guillaume Desrochers, 
communication personnelle). 
 
3.1.4. LITAF cause l’ubiquitylation de Itch, Nedd4 et de 
l’endophiline présents à des niveaux endogènes 
 
La surexpression seule des ligases de l’ubiquitine peut parfois mener à leur 
autoubiquitylation, comme on peut le voir avec WWP2 pour qui la surexpression était plus 
importante (Figure 17). Pour vérifier l’authenticité des résultats d’autoubiquitylation des 
ligases, une expérience semblable a été menée, mais sans surexprimer les ligases, Itch et 
Nedd4 étant présents à des niveaux détectables dans les cellules HEK-293T. FLAG-LITAF 
WT et GFP-LITAF 2Y ont donc été transfectés dans des cellules HEK-293T, avant de 
procéder à l’extraction des protéines ubiquitylées avec les différentes protéines de fusion GST-
STAM-UIM, GST-RAD23 et GST-RPN10. La protéine GST seule est utilisée en tant que 
témoin négatif. Ces protéines ont toutes été liées à des billes de Sepharose couplées au 
glutathion au préalable. Des immunobuvardages ont ensuite été effectués pour vérifier 
l’autoubiquitylation des ligases. 
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La Figure 18 permet de voir qu’en présence de LITAF WT, il y a autoubiquitylation de 
Itch, particulièrement visible dans l’extrait obtenu avec RAD23, bien que l’autoubiquitylation 
soit aussi présente mais de façon moins prononcée à la suite des pull-down avec RPN10 et 
STAM-UIM. En présence du mutant LITAF 2Y, on ne remarque aucune autoubiquitylation de 
Itch, bien que la quantité de Itch était beaucoup plus élevée du côté de LITAF 2Y. 
 
Figure 18. Autoubiquitylation de Itch présent à des niveaux endogènes, en présence de 
LITAF WT ou de LITAF 2Y. Les protéines interagissant avec l’ubiquitine et ayant été 
utilisées pour les pull-down sont STAM-UIM, RAD23 et RPN10. GST sert de témoin. SM : 
standard material (lysat cellulaire). 
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Du côté de Nedd4, la Figure 19 laisse voir une autoubiquitylation notable de la ligase 
en présence de LITAF WT, que ce soit avec le pull-down GST-RAD23, GST-RPN10 ou GST-
STAM-UIM. Cependant, l’autoubiquitylation de Nedd4 est moins prononcée que celle de Itch, 
sachant que Itch était présent en moins grande quantité dans le SM. Aucune autoubiquitylation 
de Nedd4 n’est aperçue en présence de LITAF 2Y, et ce, avec n’importe quel pull-down. 
 
Figure 19. Autoubiquitylation de Nedd4 présent à des niveaux endogènes, en présence de 
LITAF WT ou de LITAF 2Y. Les protéines interagissant avec l’ubiquitine et ayant été 
utilisées pour les pull-down sont STAM-UIM, RAD23 et RPN10. GST sert de témoin. SM : 
standard material (lysat cellulaire). 
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Les résultats obtenus en présence de quantités endogènes de Itch et Nedd4 viennent 
donc confirmer ceux obtenus suite à la surexpression des ligases. Ces ligases sont bien 
autoubiquitylées en présence de LITAF, mêmes lorsqu’elles sont présentes à des quantités 
normales dans la cellule. 
La même expérience a été menée afin de vérifier l’ubiquitylation d’un substrat déjà 
connu de Itch, l’endophiline. Comme on peut le voir sur la Figure 20, aucune ubiquitylation du 
substrat n’a pu être remarquée en présence de LITAF WT ou en présence de LITAF 2Y, et ce, 
pour tous les pull-down. Ceci concorde avec les résultats observés suite à l’expérience de 
dégradation (Figure 16), où Itch ne semblait pas augmenter de façon notable l’ubiquitylation 
de l’endophiline en réponse à LITAF. Nous avons également tenté de détecter l’ubiquitylation 
de c-Jun, mais n’avons pas réussi à détecter la protéine dans les cellules surexprimant LITAF, 
possiblement à cause de sa dégradation rapide montrée à la Figure 16. 
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Figure 20. Ubiquitylation de l’endophiline présente à des niveaux endogènes, en présence 
de LITAF WT ou de LITAF 2Y. Les protéines interagissant avec l’ubiquitine et ayant été 
utilisées pour les pull-down sont STAM-UIM, RAD23 et RPN10. GST sert de témoin. SM : 
standard material (lysat cellulaire). Les panneaux du bas sont les mêmes que pour la Figure 
18, car il s’agit de la même expérience. 
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     3.2. Expériences in vitro 
3.2.1. Influence de LITAF sur l’autoubiquitylation de Itch et 
l’ubiquitylation de c-Jun et de l’endophiline 
 
Comme on peut l’observer à la Figure 16 et dans la fraction lysat cellulaire de la Figure 
18, la surexpression de LITAF entraîne une forte diminution du niveau de Itch dans les 
cellules. Dans ces conditions, il est probable que même si l’activité ligase de Itch est 
augmentée par la liaison de LITAF, l’effet global de cette activation sur les substrats de Itch 
ne puisse pas être perçu à cause de la perte de Itch. Ceci pourrait expliquer que 
l’ubiquitylation du substrat endophiline n’ait pas pu être observée à la Figure 20, le niveau 
restant de Itch dans les cellules étant trop faible pour induire un niveau détectable 
d’ubiquitylation. Pour éviter cet effet confondant, nous avons directement mesuré l’activité 
ligase de Itch en étant lié ou non à LITAF en procédant à des expériences d’ubiquitylation in 
vitro. Nous avons ainsi pu mesurer l’influence de la présence de LITAF sur l’activité de Itch 
envers elle-même et envers ses substrats c-Jun et endophiline. 
La Figure 21A permet de constater que la présence de LITAF dans la réaction 
augmente sensiblement l’activité autocatalytique de Itch. En effet, la première piste montre 
l’activité de base de Itch et on remarque une bande très foncée et bien définie à environ 130 
kDa, correspondant au poids moléculaire de la fusion GST-Itch. On peut aussi observer un peu 
plus haut des bandes de plus haut poids moléculaire et de plus faible intensité, correspondant à 
la monoubiquitylation et à la polyubiquitylation de Itch. 
Des résultats identiques sont obtenus dans la troisième piste, où la réaction se déroule 
en présence de LITAF 2Y. Ce dernier étant un mutant de LITAF dont les motifs PPXY ont été 
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modifiés et incapable de se lier à Itch, il est logique d’y observer le même taux 
d’autoubiquitylation de Itch qu’en absence de LITAF. 
En présence de LITAF WT (deuxième piste), l’autoubiquitylation de Itch augmente 
grandement. En effet, on observe que la bande se situant aux alentours de 130 kDa est un peu 
moins intense, mais que les formes de plus haut poids moléculaire y sont plus fortement 
représentées.  
Ces bandes ont été quantifiées par densitométrie à l’aide du logiciel ImageJ (Figure 
22), ce qui démontre que l’autoubiqutylation de Itch en présence de LITAF WT a doublé par 
rapport au contrôle, témoignant ainsi du fait que LITAF WT augmente l’activité catalytique de 
Itch. 
La même expérience a été effectuée en présence de c-Jun, un substrat de Itch (Figure 
21B). L’intensité initiale de c-Jun peut être observée dans la première piste, où Itch et LITAF 
sont tous les deux absents. On remarque une bande de forte intensité d’environ 65 kDa, 
correspondant au poids moléculaire de GST-c-Jun. Il n’y a donc pratiquement aucune 
ubiquitylation de c-Jun en absence de Itch. 
L’ajout de Itch (deuxième piste) permet de constater une augmentation de 
l’ubiquitylation de c-Jun. En effet, on remarque l’apparition d’une bande d’environ 75 kDa, 
qui correspond à la monoubiquitylation du substrat, et une faible traînée est également visible 
au-dessus, correspondant cette fois à la polyubiquitylation du substrat. On constate donc que la 
présence de Itch induit l’ubiquitylation de c-Jun. 
Le même constat peut être fait pour la quatrième piste, où c-Jun est en présence de Itch 
et de LITAF 2Y. On ne remarque pas d’augmentation prononcée de l’ubiquitylation de c-Jun 
par rapport à la deuxième bande, où c-Jun était en présence de Itch seul. 
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La troisième piste montre les effets de l’ubiquitylation de c-Jun lorsqu’il est en 
présence de Itch et LITAF WT. On observe une diminution de l’intensité de la bande se 
situant à 65 kDa, alors que la bande à 75 kDa est plus intense, montrant une augmentation de 
la monoubiquitylation de c-Jun. La traînée est également nettement plus intense, témoignant 
de l’augmentation de la polyubiquitylation de c-Jun. La mesure de l’intensité de ces bandes 
par densitométrie (Figure 22) montre que l’ubiquitylation de c-Jun est doublée en présence de 
LITAF WT par rapport au contrôle, c’est-à-dire dans des proportions pratiquement 
équivalentes à l’autoubiquitylation de Itch. 
Ces résultats montrent donc que LITAF WT a bel et bien un effet activateur sur Itch, 
pouvant être démontré par l’augmentation de l’ubiquitylation (mono et poly) d’un des 
substrats de la ligase, c-Jun. 
L’expérience a également été menée en présence d’endophiline, un autre substrat de 
Itch (Figure 21C), où une bande d’environ 65 kDa peut être observée sur la première piste, 
correspondant au poids moléculaire de GST-Endophiline. On peut constater que l’endophiline 
n’est pas ubiquitylée en absence de Itch car aucune autre bande de poids moléculaire supérieur 
ne peut être observée. 
En ajoutant Itch (deuxième piste), l’intensité de la bande qui se trouve à 65 kDa 
diminue, mais on peut voir une traînée, qui signifie que des formes polyubiquitylées de 
l’endophiline sont présentes. On voit aussi une bande très foncée à environ 75 kDa, qui 
correspond à la monoubiquitylation de l’endophiline. On peut donc conclure que l’endophiline 
est ubiquitylée en présence de Itch. 
Le même constat peut être fait sur la quatrième piste, où l’endophiline est mise en 
présence de Itch ainsi que du mutant LITAF 2Y. Cependant, contrairement à ce qui avait pu 
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être observé avec c-Jun, la présence de LITAF WT (troisième piste) n’augmente pas l’intensité 
de la traînée et donc des formes polyubiquitylées de l’endophiline, mais on observe même 
plutôt l’effet contraire. 
De plus, comme démontré par densitométrie (Figure 22), l’ubiquitylation de 
l’endophiline n’est pas augmentée en présence de LITAF WT comparativement au contrôle, 
ce qui appuie les résultats obtenus in vivo (Figure 20), selon lesquels la présence de LITAF 
n’augmente pas l’ubiquitylation de l’endophiline par Itch. 
Les résultats in vivo et in vitro obtenus suggèrent donc que LITAF n’influence pas 
positivement l’activité de Itch envers l’endophiline, alors que c’était le cas pour c-Jun. 
L’activation de Itch par LITAF semble donc dépendre du substrat étudié. 
 
 
Figure 21. Influence de LITAF WT et LITAF 2Y sur l’autoubiquitylation de Itch et 
l’ubiquitylation de c-Jun et de l’endophiline in vitro. Le panneau A représente 
l’autoubiquitylation de Itch, la panneau B représente l’ubiquitylation de c-Jun et le panneau C 
représente l’ubiquitylation de l’endophiline. Ub : ubiquitine. (Annie Angers et Claire Gazaille, 
communication personnelle). 
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Figure 22. Analyse densitométrique des résultats d’ubiquitylation de Itch, de c-Jun 
et de l’endophiline sous l’influence de LITAF WT et LITAF 2Y in vitro. La quantité 
d’ubiquitylation provoquée par LITAF WT est en vert et la quantité d’ubiquitylation 
provoquée par LITAF 2Y est en violet. Le contrôle est en rouge. (Annie Angers et 
Claire Gazaille, communication personnelle). 
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4. Discussion 
     4.1. LITAF augmente l’activité autocatalytique des ligases de 
la famille Nedd4 
4.1.1. Autoubiquitylation de Itch en présence de LITAF 
 
Lors des manipulations initiales impliquant Itch et LITAF au laboratoire, il a été 
constaté que la co-expression des deux protéines menait souvent à une plus faible expression 
de Itch. Ces observations suggéraient que LITAF causait la dégradation de Itch, conformément 
aux observations de Mouchantaf et al. (2006) selon lesquelles Itch est bien dégradé dans la 
cellule suite à son autoubiquitylation. Mund et al. (2009) avaient d’ailleurs démontré 
l’autoubiquitylation de certaines ligases de la famille Nedd4 telles que Nedd4, Nedd4l, Itch, 
WWP1, WWP2 et Smurf2 par l’interaction avec les NDFIPs, des protéines qui interagissent 
également avec les domaines WW des ligases via leurs motifs PPXY. L’activation des ligases 
se traduit donc par leur taux d’autoubiquitylation et de dégradation. L’expérience sur le taux 
de dégradation (Figure 16) montre que l'ajout de la protéine LITAF recombinante accélère bel 
et bien la dégradation de Itch dans un extrait cellulaire après une durée de 2 heures. 
Inversement, en présence de LITAF 2Y, la dégradation de Itch est quasi nulle, montrant que 
l'interaction entre Itch et LITAF est nécessaire pour que la dégradation de Itch soit accélérée 
par LITAF. Ceci confirme les résultats obtenus par Eaton et al. (2011) où on dénotait une 
diminution de la quantité de Itch cellulaire en présence de LITAF. 
Afin de vérifier si l’autoubiquitylation de Itch est la cause de sa dégradation, une 
expérience subséquente portant sur l’autoubiquitylation de la ligase a été menée en présence 
de LITAF (Figure 17). On constate que l’autoubiquitylation de Itch en présence de LITAF est 
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bien décelable suite aux résultats d’immunobuvardage puisqu’on distingue bien une bande, 
tandis qu’elle est n’est pas présente en absence de LITAF, démontrant encore une fois que 
l’interaction entre LITAF et Itch est nécessaire pour l’activation de Itch. Le même constat peut 
être fait avec des quantités endogènes de Itch (Figure 18), où la ligase est autoubiquitylée en 
présence de LITAF, tandis qu’elle ne l’est pas en présence de LITAF 2Y. 
Dans les expériences de dégradation (Figure 16) et d’autoubiquitylation (Figure 17), on 
constate à nouveau que la surexpression de LITAF cause une diminution des niveaux 
cellulaires de Itch. Cette baisse de la quantité de la ligase rend difficile l’interprétation des 
résultats, car même si LITAF augmente l’activité ligase de Itch, celle-ci ne pourrait pas être 
perçue lors des expériences à cause de la trop faible quantité de la ligase. Il importe donc de 
mener des expériences in vitro (Figure 21) pour pouvoir mesurer avec plus d’exactitude 
l’activité de Itch en présence de LITAF. Nos résultats ont pu démontrer que Itch est bel et bien 
autoubiquitylé en présence de LITAF et que cette autoubiquitylation est beaucoup plus 
difficilement décelable en absence de LITAF ou en présence de LITAF 2Y, confirmant ainsi 
les résultats obtenus in vivo. Ces observations sont conformes à celles de Mouchantaf et al. 
(2006), qui affirmaient que l’autoubiquitylation de Itch causait sa dégradation. De plus, nos 
résultats sont appuyés par une expérience de Mund et al. (2009) suggérant que les NDFIPs, 
des protéines dont la structure rappelle celle de LITAF dû à la présence des motifs PPXY, 
augmentent l’autoubiquitylation de différentes ligases de la famille Nedd4, dont Itch. 
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4.1.2. Comparaison avec Nedd4, WWP1 et WWP2 
 
Sachant que les ligases WWP1 et WWP2 possèdent une structure très semblable à celle 
de Nedd4 et Itch (Benassola et al., 2008) et sont évolutivement plus proches de Itch que 
n’importe quelle autre ligase de la famille Nedd4 (Marin, 2010), une interaction entre celles-ci 
et LITAF devrait également être observée. Comme anticipé à cause de la conservation des 
domaines WW, WWP1 et WWP2 interagissent aussi avec LITAF (Figure 15), et comme le 
démontre l'absence d'interaction avec le mutant, cette interaction est médiée par les domaines 
WW, tel qu’il a été démontré pour Itch et Nedd4 (Jolliffe et al., 2000; Eaton et al., 2011). 
L’interaction semble cependant être plus forte entre LITAF et Itch, WWP1 et WWP2 qu’entre 
LITAF et Nedd4. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le deuxième motif PPXY de LITAF 
n’est nécessaire pour l’interaction avec aucun des trois domaines WW de Nedd4 (Jolliffe et 
al., 2000). Ces observations sont d’ailleurs supportées par le fait que la localisation de Nedd4 
n’est pas affectée suite à son interaction avec LITAF, alors que c’est le cas pour Itch (Eaton et 
al., 2011). 
Contrairement à Itch, la présence de LITAF ne semble pas avoir un effet marqué sur la 
dégradation de Nedd4 après 2 heures (Figure 16), que ce soit en présence ou en absence du 
MG132 et des inhibiteurs de protéases classiques. Bien qu’une interaction entre LITAF et 
Nedd4 ait auparavant été démontrée (Shirk et al., 2005), on sait que seul le premier motif 
PPXY de LITAF est nécessaire pour l’interaction entre les deux protéines (Jolliffe et al., 
2000). Ceci pourrait donc laisser entrevoir une plus faible interaction entre LITAF et Nedd4 
qu’entre LITAF et Itch, et donc un taux de dégradation moins marqué. Il est important de 
préciser que la dégradation de Nedd4 est davantage visible après une incubation prolongée, ce 
qui est compatible avec l’observation de la plus faible interaction. Le temps requis pour son 
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activation ainsi que sa dégradation est donc plus long et cette dégradation est d’ailleurs bien 
moins marquée que dans le cas de Itch. 
L’expérience portant sur l’autoubiquitylation (Figure 17) a pu montrer que la 
dégradation de Itch et de Nedd4 en présence de LITAF est bel et bien due à leur 
autoubiquitylation, avec une ubiquitylation considérablement plus forte du côté de Itch que de 
Nedd4, même si Nedd4 était présent en plus grande quantité dans le lysat cellulaire. Ceci 
prouve que Itch est davantage sensible que Nedd4 aux interactions avec LITAF. Par ailleurs, 
en absence de LITAF, on ne perçoit aucune autoubiquitylation de Itch ou Nedd4, montrant que 
LITAF est bel et bien responsable de l’activation et de l’augmentation du taux 
d’autoubiquitylation des ligases. Il importe cependant de préciser que bien qu’aucune 
autoubiquitylation des ligases ne soit observée, il existe probablement un taux de base 
d’ubiquitylation qui aurait pu être observé si les membranes avaient été exposées plus 
longtemps. En revanche, ce qui est sûr, c’est qu’en présence de LITAF cette 
autoubiquitylation est beaucoup plus élevée, car on la perçoit facilement dans des conditions 
où le taux de base n’est pas encore visible. 
La même expérience a été menée du côté de WWP1 et WWP2 (Figure 17), des ligases 
qui sont structurellement très proches de Itch (Marin, 2010). Les ligases sont présentes en 
quantités comparables, avec une dominance de WWP2, et leur autoubiquitylation est très 
facilement décelable en présence de LITAF. Bien qu’une autoubiquitylation de WWP1 soit 
absente en absence de LITAF, on remarque une faible autoubiquitylation de WWP2 en 
absence de LITAF, ce qui suggère que d’autres mécanismes seraient responsables de 
l’activation de WWP2 et de son autoubiquitylation. On peut aussi penser que ceci résulte du 
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fait que WWP2 est présent en plus grande quantité que les autres ligases dans le lysat 
cellulaire et que la surexpression des ligases entraîne leur autoubiquitylation. 
En somme, ces résultats suggèrent que LITAF permet d’activer Itch, Nedd4, WWP1, 
WWP2 et causer leur autoubiquitylation puis leur dégradation dans le cas de Itch. Il y a 
cependant une préférence pour Itch, WWP1 et WWP2. Il serait intéressant de vérifier si 
l’autoubiquitylation de WWP1 et de WWP2 en présence de LITAF mène à leur dégradation, 
puisque ces expériences n’ont pas été concluantes dans notre laboratoire. WWP1 est en effet 
faiblement exprimé dans les cellules HEK-293T alors que WWP2 ne l’est pas du tout (The 
Human Protein Atlas, 2014). 
 Une expérience réalisée avec des quantités endogènes de Nedd4 (Figure 19) a 
également été menée afin de comparer les résultats d’autoubiquitylation avec Itch endogène. 
Cette expérience permet d’écarter toute possibilité d’ubiquitylation pouvant être liée à la 
surexpression des ligases. Ainsi, il a été possible de vérifier que Nedd4 est bien autoubiquitylé 
en présence de LITAF mais non en présence de LITAF 2Y. Cette fois encore, la ligase est 
autoubiquitylée à des quantités inférieures à Itch en présence de LITAF, en tenant compte du 
fait que Nedd4 est présent en de plus grandes quantités dans le lysat cellulaire. Ce résultat 
démontre donc qu’à des quantités endogènes, LITAF possède une préférence pour Itch, 
comme lorsque les ligases étaient surexprimées. Ceci s’explique par le fait que seul le premier 
motif PPXY de LITAF interagit avec Nedd4 (Jolliffe et al., 2000), tandis que les deux motifs 
PPXY de LITAF interagissent avec Itch (Eaton et al., 2011), ce qui mène à une plus forte 
interaction entre LITAF et Itch qu’entre LITAF et Nedd4, et donc une plus forte 
autoubiquitylation de Itch. 
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Ces résultats observés avec des quantités endogènes de ligases appuient donc les 
résultats obtenus lorsque les ligases étaient surexprimées. En effet, Itch et Nedd4 sont bien 
autoubiquitylés en présence de LITAF, et la protéine semble interagir plus fortement avec 
Itch. 
4.1.3. Comparaison avec les autres activateurs 
 
Tel que déjà mentionné, d’autres protéines, outre LITAF, permettent d’augmenter 
l’activité des ligases en les faisant passer de leur conformation inactive à leur conformation 
active. On peut notamment penser aux protéines NDFIPs, plus précisément NDFIP1 et 
NDFIP2, qui peuvent augmenter l’activité autocatalytique de Itch et Nedd4 en leur permettant 
d’adopter une conformation active (Mund et al., 2009). Le mécanisme exact selon lequel 
LITAF active Itch n’a pas été étudié précisément, mais il est probable qu’il soit très semblable 
à celui des NDFIPs, sachant que LITAF et NDFIP1/2 possèdent tous des motifs PPXY 
interagissant avec les domaines WW des ligases à domaine HECT, à la différence que LITAF 
possède 2 motifs PPXY responsables de ces interactions et que NDFIP1/2 en possèdent 3 
(Shearwin-Whyatt et al., 2004). On peut donc penser que comme pour les NDFIPs, 
l’interaction entre LITAF et Itch permet le dépliement du domaine HECT, et que c’est ce 
phénomène qui permet d’augmenter l’activité ligase de Itch (Mund et al., 2009). 
 Par ailleurs, puisque les NDFIPs possèdent un motif PPXY de plus que LITAF 
(Shearwin-Whyatt et al., 2004), il serait intéressant de voir si l’interaction entre NDFIP1/2 et 
les ligases de la famille Nedd4 est plus forte qu’entre LITAF et ces ligases. On sait d’ores et 
déjà que le deuxième motif PPXY de LITAF n’est pas nécessaire pour l’interaction avec 
Nedd4 (Jolliffe et al., 2000), mais qu’en est-il des NDFIPs? Si l’interaction entre NDFIP1/2 et 
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Itch/Nedd4 est effectivement plus forte, on devrait observer une plus grande activité 
autocatalytique, mais aussi une plus grande activité catalytique des ligases. Les protéines 
NDFIPs pourraient donc potentiellement permettre à Itch et Nedd4 d’ubiquityler davantage 
leurs substrats, causant ainsi leur dégradation. 
 Comme pour LITAF, on sait que NDFIP1/2 se localisent aux lysosomes (Ohzono et 
al., 2010). Sachant que l’interaction entre LITAF et Itch permet la translocation de ce dernier 
aux lysosomes (Eaton et al., 2011), il est possible que ce phénomène puisse également être 
observé dans le cas des NDFIPs. En effet, Mund et al. (2009) ont montré que Nedd4 est 
recruté par NDFIP2 dans un compartiment vésiculaire qui pourrait être le lysosome et/ou 
l’endosome tardif. En présence d’un mutant de NDFIP2 dont les domaines PPXY ont été 
inactivés, Nedd4 reste plutôt cytoplasmique. NDFIP1/2, à la manière de LITAF, pourraient 
donc être impliqués dans la dégradation de Itch aux lysosomes, comme cela semble être le cas 
pour Nedd4. La translocation de Itch aux lysosomes pourrait être une façon de réguler à la 
baisse la quantité de la ligase, l’empêchant d’ubiquityler certains de ses substrats. 
Numb, une protéine impliquée dans la différenciation cellulaire lors du développement 
neural, est un autre activateur de Itch. Contrairement à LITAF et aux NDFIPs, Numb active 
Itch via une partie de son domaine PTB (phosphotyrosine-binding domain), qui interagit 
cependant avec le même site d’interaction, c’est-à-dire le domaine WW2 de Itch (Di 
Marcotullio et al., 2011). L’interaction entre les deux protéines permet notamment 
d’augmenter l’activité autocatalytique de Itch, qui se mesure par son taux 
d’autoubiquitylation. Les motifs PPXY ne sont donc pas les seuls responsables de l’activation 
de Itch et de l’augmentation de son activité autocatalytique. Il pourrait donc être intéressant de 
déterminer quel(s) domaine(s) WW permet(tent) à Itch de reconnaître LITAF. 
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     4.2. LITAF et son influence sur la dégradation des substrats de 
Itch 
 
Une autre façon de vérifier l’augmentation de l’activité ligase de Itch suite à son 
interaction avec LITAF est justement d’observer l’ubiquitylation de certains de ses substrats. 
Deux substrats connus de Itch ont donc été étudiés : c-Jun (Gao et al., 2004) et l’endophiline 
(Angers et al., 2004) pour voir les effets sur leur dégradation en présence de Itch et LITAF. 
Les résultats obtenus permettent de déterminer si LITAF peut agir en tant que régulateur de la 
dégradation de certains substrats de Itch et d’établir des hypothèse sur les impacts de cette 
régulation.  
4.2.1. LITAF active la dégradation de c-Jun via Itch : impacts de la 
régulation du substrat 
 
Nos résultats in vivo (Figure 16) indiquent qu’en présence de LITAF recombinant et de 
Itch, c-Jun est dégradé après 2h, et que cette dégradation est encore plus marquée après une 
incubation prolongée. Le même constat peut être fait suite aux expériences in vitro (Figure 
21), où l’ubiquitylation de c-Jun par Itch est deux fois supérieure en présence de LITAF. Il est 
à noter que dans les expériences in vivo, l’ubiquitylation n’a pas été vue, mais le fait que c-Jun 
était indétectable suggère que la protéine avait été rapidement dégradée. 
Suite à ces observations, il est intéressant de regarder les conséquences potentielles de 
la régulation de c-Jun par LITAF et Itch. c-Jun est un facteur de transcription qui joue un rôle 
capital dans la progression du cycle cellulaire, dans l’apoptose et dans le cancer (Wisdom et 
al., 1999; Schreiber et al., 1999). Les cellules qui sont dépourvues de la protéine c-Jun voient 
souvent leur cycle cellulaire s’arrêter à la phase G1 (Wisdom et al., 1999). Une dégradation 
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poussée de c-Jun mènerait donc à un arrêt de la prolifération cellulaire, alors que sa 
surexpression permettrait de l’accélérer. De plus, la régulation de c-Jun permettrait de moduler 
l’apoptose cellulaire, ce qui peut s’avérer être d’une grande importance dans le contrôle des 
cancers. En effet, la protéine empêche l’apoptose médiée par le TNFα dans les cellules du foie 
en bloquant l’activité proapoptotique de p53 (Eferl et al., 2003). Par ailleurs, Shafiq et al. 
(2009) ont montré que Itch et c-Jun forment des complexes à l’intérieur des cellules en 
présence de la kinase JNK2 (c-Jun N-terminal protein kinase 2) en conditions basales. Ceci 
empêche c-Jun de réguler à la hausse sa propre transcription et permet la survie de diverses 
lignées de cellules cancéreuses. Cependant, la délétion de JNK2 abolit les complexes Itch-c-
Jun et conduit à l’apoptose cellulaire (Shafiq et al., 2009), ce qui explique que l’interaction 
entre Itch et c-Jun pourrait être essentielle pour la survie cellulaire. c-Jun joue aussi un rôle en 
tant que proto-oncogène (Wisdom et al., 1999). Il est en effet surexprimé dans les cancers des 
poumons (Szabo et al., 1996) et est impliqué dans la progression du cancer du sein (Jiao et al., 
2010). L’augmentation de la quantité de LITAF cellulaire pourrait potentiellement augmenter 
davantage l’activité catalytique de Itch et la dégradation de c-Jun et donc contrer ses effets sur 
le cancer. Notons aussi que c-Jun, conjointement avec JunB, sont essentiels pour la production 
de l’IL-4 et la différenciation des lymphocytes TH2. Itch, en dégradant c-Jun, joue alors un 
rôle d’inhibiteur de l’IL-4 et donc de la différenciation des cellules TH2 (Gao et al., 2004). 
4.2.2. LITAF ne semble pas activer la dégradation de l’endophiline 
via Itch 
 
Suite aux expériences in vivo (Figure 16), il a été possible de voir qu’en présence de 
LITAF et de Itch, l’endophiline est dégradée, mais que ceci est seulement décelable après une 
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incubation prolongée sans inhibiteurs de protéases classiques. Cette dégradation était bien plus 
marquée du côté de c-Jun. De plus, avec des quantités endogènes de Itch, l’endophiline n’a pas 
été ubiquitylée (Figure 20). Il est donc possible que la quantité d’endophiline ubiquitylée 
présente dans les cellules HEK-293T soit trop faible pour que son interaction avec l’anticorps 
soit visible. Une surexpression de Itch serait alors nécessaire pour permettre d’augmenter la 
quantité d’endophiline ubiquitylée et la rendre visible. Toutefois, in vitro (Figure 21), on 
remarque bien l’ubiquitylation de l’endophiline en présence de Itch, alors qu’elle est n’est pas 
visible en absence de la ligase, mais LITAF n’augmente pas l’ubiquitylation du substrat, 
contrairement à ce qui a pu être observé avec c-Jun. Il semble donc que la présence de LITAF 
n’augmente pas positivement l’activité de Itch envers l’endophiline. 
Les résultats obtenus ne correspondent pas à notre hypothèse selon laquelle la présence 
de LITAF aurait dû augmenter l’ubiquitylation de l’endophiline via Itch. Pour expliquer ce 
phénomène, on peut se référer aux localisations cellulaires de l’endophiline et de LITAF. En 
effet, bien que l’endophiline soit impliquée dans le trafic cellulaire (Kjaerulff et al., 2011), sa 
localisation cellulaire ne correspond pas à celle des lysosomes et elle ne devrait donc pas se 
retrouver aux mêmes endroits que LITAF (Lee et al., 2012). Itch aurait bien été recruté par 
LITAF aux lysosomes (Eaton et al., 2011), mais dû à l’absence de l’endophiline à cet endroit, 
l’ubiquitylation du substrat n’aurait pas eu lieu. Cependant, nos résultats in vitro ne 
démontrent eux non plus aucune augmentation de l’ubiquitylation de l’endophiline par Itch en 
présence de LITAF, indépendamment de la localisation cellulaire des protéines. Il est donc 
peu probable que les localisations cellulaires de l’endophiline et de LITAF soient les causes de 
l’absence d’augmentation de l’ubiquitylation de l’endophiline. Il importe donc d’étudier les 
domaines d’interaction entre l’endophiline et Itch. Contrairement à Itch et c-Jun qui 
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interagissent via une liaison WW/PPXY, Itch interagit via son domaine PRD avec le domaine 
SH3 de l’endophiline (Angers et al., 2004). Mund et al. (2009) avaient démontré que la 
conformation inactive de Itch consiste en le repliement de son domaine HECT sur une région 
située entre le domaine PRD et le premier domaine WW. De ce fait, il est possible que le 
domaine PRD de Itch ne soit pas touché par sa conformation inactive, expliquant ainsi 
pourquoi la présence ou l’absence de LITAF ne change pas la quantité d’endophiline 
ubiquitylée par Itch. Ceci pourrait également expliquer le fait que, contrairement à 
l’endophiline, LITAF augmente considérablement la quantité de c-Jun ubiquitylé, sachant que 
les motifs WW de Itch sont touchés par sa conformation inactive. Il est à noter que lors 
d’observations préliminaires en laboratoire, l’ubiquitylation de la protéine Grb2 (growth factor 
receptor-bound protein 2), qui est une autre protéine à domaine SH3 (Matuoka et al., 1992), 
n’a pas été augmentée en présence de Itch et LITAF, renforçant l’idée que les domaines 
d’interaction pourraient bien être en cause. Cependant, Mund et al. (2009) ont également 
observé que l’ubiquitylation de l’endophiline est augmentée par NDFIP2, ce qui suggère que 
le mécanisme d’activation de Itch par NDFIP1/2 et LITAF n’est peut-être pas identique après 
tout… 
     4.3. Implication de LITAF et Itch dans le syndrome de 
Charcot-Marie-Tooth 
 
Sachant que les mutants de LITAF qui sont liés au syndrome de Charcot-Marie-Tooth 
sont délocalisés aux mitochondries (Lacerda et al., 2014) et que LITAF et Itch interagissent 
ensemble (Eaton et al., 2011), il est intéressant d’établir un lien entre ces protéines et le 
syndrome de Charcot-Marie-Tooth. En effet, chez les patients atteints de la maladie, il est 
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possible que Itch soit relocalisé aux mitochondries puisque l’interaction avec Itch n’est en 
principe pas affectée par ces mutations. Cette relocalisation de Itch pourrait résulter en 
l’accumulation de la ligase et de son activation excessive au niveau des mitochondries des 
neurones, résultant en la dégradation de diverses composantes de la gaine de myéline des 
axones. 
Bien que les études aient établi un lien entre LITAF et le CMT1C (Saifi et al., 2005), il 
est intéressant de noter que le syndrome de Charcot-Marie-Tooth de type 2 (CMT2) est 
principalement lié à une mutation de la mitofusine 2, qui est une protéine associée aux 
mitochondries (Kijima et al., 2004). Le CMT1C et le CMT2 ayant des symptômes identiques 
(National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2015), cela renforce l’idée qu’une 
anomalie au niveau des mitochondries engendrée par LITAF et Itch serait responsable du 
CMT1C. 
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5. Conclusion et perspectives 
 
Les objectifs de ce mémoire étaient de démontrer l’activation des ligases de 
l’ubiquitine de la famille Nedd4 par LITAF et de déterminer les conséquences de cette 
activation sur les substrats des ligases. Nous supposions donc que LITAF pouvait activer les 
ligases de la famille Nedd4, regroupant entre autres Nedd4, Itch, WWP1 et WWP2, et que 
cette activation des ligases résulterait en l’ubiquitylation de leurs substrats. Ce faisant, nous 
avions émis comme hypothèse que la protéine LITAF serait un régulateur des ligases de la 
famille Nedd4. 
Nos résultats montrent que LITAF permet bel et bien l’augmentation de l’activité 
autocatalytique et donc l’activation de toutes les ligases de la famille Nedd4 testées, à savoir 
Nedd4, Itch, WWP1 et WWP2. Des expériences in vivo et in vitro additionnelles permettent 
de vérifier partiellement notre hypothèse selon laquelle les substrats de Itch sont ubiquitylés et 
dirigés vers la dégradation suite à l’expression de LITAF. En effet, on remarque que c-Jun est 
très rapidement dégradé en présence de LITAF. Bien que les expériences in vivo ne permettent 
pas de distinguer l’autoubiquitylation de c-Jun probablement à cause de sa dégradation trop 
rapide, on remarque in vitro que la présence de LITAF double la quantité de c-Jun ubiquitylé. 
Du côté de l’endophiline, on ne décèle aucune ubiquitylation du substrat suite à l’expression 
de LITAF et on observe une dégradation beaucoup plus faible et lente que c-Jun. Ceci pourrait 
s’expliquer par le fait que les substrats n’interagissent pas via les mêmes motifs avec les 
domaines WW de Itch. L’ubiquitylation et la dégradation des substrats de Itch par l’expression 
de LITAF semble donc dépendre du substrat étudié. 
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 L’interaction entre LITAF et les ligases de la famille Nedd4 peut se révéler primordiale 
dans l’étude de certaines maladies, dont le syndrome de Charcot-Marie-Tooth de type 1C qui 
implique directement LITAF. Entre autres, l’interaction entre LITAF et Itch pourrait mener à 
une accumulation de la ligase au niveau des mitochondries, causant ainsi diverses anomalies. 
Des études menées sur l’expression de LITAF et Itch dans les nerfs périphériques et les 
impacts sur les substrats de la ligase pourraient faire la lumière sur le rôle joué par ces 
protéines dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth. De plus, sachant que LITAF et Itch 
colocalisent aux lysosomes lorsque cotransfectés et que ceci semble avoir un impact modeste 
sur la dégradation des substrats de Itch, il serait intéressant de voir si l’utilisation d’un mutant 
de LITAF lié au syndrome de Charcot-Marie-Tooth, LITAF G112S, causerait la relocalisation 
de Itch aux mitochondries et si ceci pourrait affecter la dégradation des substrats de la ligase 
ou même modifier son action en lui permettant l’accès à d’autres substrats. Une étude poussée 
dans cette direction permettrait de faire la lumière sur le rôle de LITAF et sur le rôle potentiel 
de Itch dans l’apparition du syndrome. 
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